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’hypertension pulmonaire (HTP) est l’une des principales pathologies de la 
circulation pulmonaire. Avec une prévalence d’environ 50 personnes par 
million d’adultes dans le monde, cette pathologie survient principalement chez les femmes 
autour de 40-50 ans. De diagnostic difficile, l’HTP est souvent décelée dans ses formes 
tardives. Cette maladie se caractérise par une élévation maintenue de la pression dans les 
artères intrapulmonaires (AIP). Chez les sujets sains, la pression artérielle pulmonaire 
moyenne au repos (PAPm) est d’environ 14 mmHg. L’HTP est déclarée chez les patients 
lorsque que la PAPm au repos est supérieure à 25 mmHg, sachant que l’on retrouve certains 
sujets présentant une PAPm au repos de plus de 90 mmHg, soit plus de 7 fois la valeur 
normale. Si l’on compare à l’hypertension systémique où la pression systolique passe de 110 
mmHg à 250 mmHg dans les cas les plus sévères, l’augmentation de pression retrouvée dans 
l’HTP est nettement plus importante.  
Si l’HTP n’est pas traitée, la pression au sein des AIP reste élevée, ce qui maintient 
une augmentation des résistances périphériques à l’écoulement du sang. Afin de rétablir un 
flux sanguin correct, c’est le cœur qui va s’adapter en augmentant son travail. Tel un muscle, 
le cœur va alors s’hypertrophier. Mais, alors que cette hypertrophie compensatoire a un but 
bénéfique dans un premier temps, des mécanismes vont entrer en jeu et conduire peu à peu 
à une insuffisance cardiaque et à la mort des patients. Il existe plusieurs traitements de l’HTP 
mais ceux-ci sont encore insuffisants, le taux de mortalité post-diagnostic restant élevé 
(environ 50% à 5 ans). Dans les cas les plus graves, la transplantation pulmonaire ou cardio-
pulmonaire est envisagée, même si elle comporte des risques et que l’espérance de vie 
postopératoire reste courte (environ 60% à 6 ans).  
Les mécanismes impliqués dans le développement de l’HTP restent mal connus, 
notamment dans les formes idiopathiques de la maladie. Il apparaît donc important de 
comprendre les mécanismes qui entrent en jeu dans la pathologie et plus particulièrement 
au niveau cellulaire. Dans l’introduction, je présenterai les voies de signalisation calcique 
impliquées dans la régulation de la réactivité des AIP, notamment dans la 
mécanotransduction, d’abord en conditions physiologiques puis dans l’HTP. Ensuite, dans la 
partie résultats, je détaillerai comment un remodelage au niveau de l’organisation spatiale  
























Les artères intrapulmonaires 
1. La circulation pulmonaire 
Les artères pulmonaires permettent de faire circuler le sang du ventricule cardiaque 
droit jusqu’aux poumons et aux alvéoles pulmonaires où il est réoxygéné. Lors de la systole, 
le ventricule droit se contracte et éjecte le sang dans l’artère pulmonaire. Celle-ci pénètre 
dans le poumon où elle se ramifie en environ 17 embranchements chez l’homme (11 chez le 
rat) : de l’artère intrapulmonaire (AIP) principale aux artères de 2ème, 3ème, 4ème ordres, etc., 
jusqu’aux artérioles et aux capillaires. Au niveau de la barrière alvéolo-capillaire, les 
échanges gazeux d’O2 et de CO2 s’effectuent entre le sang et les alvéoles des voies 
respiratoires. Ainsi, les artères pulmonaires font circuler un sang riche en CO2 et pauvre en 
O2. Au niveau des alvéoles, le sang s’enrichit en O2 avant de repartir par la veine pulmonaire 
jusqu’au cœur gauche. Ce sang riche en O2 (PO2 = 100 mmHg) est ensuite distribué au reste 















Figure 1 : Schéma du bloc cœur/poumons. Le sang pauvre en O2 et riche en CO2 arrive 
au cœur droit via la veine cave. Depuis l’oreillette droite il passe dans le ventricule 
droit qui l’expulse dans les artères pulmonaires lors de la systole. Au niveau de la 
barrière alvéolocapillaire, le sang s’enrichit en O2 et s’appauvrit en CO2 avant de 
revenir au niveau de l’oreillette gauche par les veines pulmonaires et d’être expulsé 
dans l’aorte depuis le ventricule gauche. 
 












Veine cave Veine pulmonaire




2. La composition des artères intrapulmonaires 
Les AIP se composent de différentes couches successives de cellules : les cellules 
endothéliales (CE) en contact direct avec le sang, les cellules musculaires lisses (CML) et 
enfin une couche composée de différents types cellulaires appelée l’adventice. Chacune de 
ces couches cellulaires est séparée par une limitante élastique (interne et externe) 





















Figure 2 : L’intima est une monocouche de cellules endothéliales au niveau de la 
lumière des vaisseaux qui repose sur une la limitante élastique interne. Sous cette 
limitante se trouvent les cellules musculaires lisses qui reposent sur la limitante 
élastique externe. Enfin, l’adventice est une couche de cellules entourant la partie 


















L’adventice est une tunique de cellules qui entoure les vaisseaux. Elle est 
essentiellement composée d’une matrice de collagène et d’élastine et de nombreux types 
cellulaires. On y trouve des fibroblastes, des cellules interstitielles à l’origine de la matrice et 
des cellules de l’immunité comme les mastocytes. C’est au niveau de l’adventice que les 
vaisseaux sont innervés par le système nerveux sympathique19. Enfin, les artères de gros 
diamètre sont également irriguées par de petits vaisseaux de la circulation systémique 
appelés les vasa vasorum20. 
B. L’endothélium 
L’endothélium, ou intima, se compose d’une monocouche de cellules endothéliales 
(CE). En contact direct avec le sang, les CE sont impliquées dans la régulation du tonus 
vasculaire grâce à la sécrétion de facteurs vasodilatateurs, vasoconstricteurs et 
inflammatoires (en page 23).  
C. La média 
Entre les limitantes élastiques interne et externe se trouvent les cellules musculaires 
lisses (CML). Ce sont des cellules contractiles qui entourent les artères d’un diamètre 
supérieur à 25 µm21. Disposées de façon concentrique, les CML sont de forme allongée et 
sont disposées perpendiculairement aux cellules endothéliales. De par leur capacité à se 
contracter et à se relâcher, elles sont responsables du tonus des vaisseaux et régulent le 
diamètre et la pression dans les artères.  
 Le contrôle de l’état contractile des CML est assuré par différents mécanismes qui 
agissent sur la concentration calcique intracellulaire ([Ca2+]i). En effet, ce qui initie la 





La réactivité des artères intrapulmonaires 
1. La contraction/relaxation des CML 
A. Les mécanismes moléculaires de la contraction des CML 
Les CML sont composées de deux types de filaments contractiles : les filaments fins 
d’α-actine et les filaments épais de myosine. Les filaments d’actine sont stabilisés par des 
protéines associées telles que la tropomyosine, la caldesmone et la calponine. Les filaments 
épais de myosine sont constitués d’une chaîne lourde qui forme la tête globulaire de la 
myosine et qui contient une chaîne légère de 20 kDa (« myosine light chain » = MLC). Le 
déclencheur de la contraction est l’augmentation de la [Ca2+]i. Lorsque le Ca2+ augmente, 
celui-ci se fixe à la calmoduline (CaM) qui change de conformation. Une molécule de CaM 
peut lier 4 ions Ca2+. Le complexe Ca2+/CaM se fixe ensuite sur la kinase de la chaîne légère 
de la myosine (MLC kinase) qui devient active. La MLC kinase, grâce à l’énergie fournie par 
l’ATP, phosphoryle la MLC au niveau de la sérine 19. Cette phosphorylation de la MLC 
entraîne un déplacement de la tête globulaire de la myosine qui se fixe à l’actine. Puis, 
l’activité intrinsèque ATPasique de la MLC hydrolyse l’ATP qu’elle contient, ce qui fournit 
l’énergie nécessaire au glissement de la fibre de myosine sur l’actine, entraînant un 
raccourcissement des fibres d’acto-myosine et la contraction22 (Figure 3).  
B. Les mécanismes moléculaires de la relaxation des CML 
Ainsi, tant que la myosine est phosphorylée, celle-ci peut se lier à l’actine et la cellule 
reste contractée, avec une dépense énergétique faible. La déphosphorylation de la MLC 
s’effectue par la MLCP (phosphatase de la chaîne légère de la myosine) qui se compose de 
deux sous-unités : une large sous-unité régulatrice MYPT1 (« myosine phosphatase target ») 
et une sous-unité catalytique PP1cδ (« proteine phosphatase ») qui porte l’activité 
phosphatase. L’activité de la MLCP peut être augmentée par différentes voies qui activent la 
protéine kinase G (PKG). Cette dernière agit soit en levant l’inhibition induite par le CPI17 
(« C-kinase potentiated protein phosphatase 1 ») sur la MLCP, soit en phosphorylant 
directement la sérine 695 de la sous-unité MYPT1 de la MLCP23, 24. De plus, la diminution de 
la [Ca2+]i entraîne une dissociation du complexe Ca2+/CaM et lève l’effet contractant induit 
par la MLC kinase (Figure 3). Il existe donc une balance entre l’effet de la MLC kinase et de la 
MLCP sur la contraction des CML. Lorsque le Ca2+ augmente, l’activité de la MLC kinase 
dépasse celle de la MLCP et inversement quand la [Ca2+]i diminue. À l’état basal, la [Ca2+]i 
dans les CML est comprise entre 100 et 200 nM. À cette concentration, toute la myosine 
n’est pas phosphorylée et les CML ne sont pas totalement dans un état relâché ou contracté, 
ce qui permet de maintenir un tonus de base des artères. Ainsi, les artères peuvent se dilater 






C. Sensibilisation de l’appareil contractile au Ca2+ 
Une autre régulation de la contraction peut se faire indépendamment du Ca2+ en 
empêchant la MLCP d’agir. Il existe deux mécanismes majoritaires qui inhibent la MLCP et 
donc interviennent dans ce que l’on appelle la sensibilisation de l’appareil contractile au 
Ca2+. La première voie fait intervenir le système RhoA/Rho kinase. RhoA est une petite 
protéine G monomérique. Dans sa forme inactive, elle est liée au GDP (RhoA-GDP). Le facteur 
échangeur de nucléotide RhoGEF permet de transférer un GTP à la RhoA qui devient alors 
active (RhoA-GTP). Cette dernière peut alors phosphoryler la Rho kinase qui phosphoryle la 
sous-unité MYPT1 sur sa thréonine 696. Cette phosphorylation masque celle de la PKG au 
niveau de la sérine 695,  rendant la MLCP inactive25 23, 24 (Figure 3). 
La seconde voie de régulation de la MLCP est le CPI17 qui peut être activé par une 
phosphorylation de la PKC. Le CPI17 agit en phosphorylant la PP1cδ et la MYPT1 sur une 
thréonine 696, ce qui l’inactive. De plus, un système de rétrocontrôle positif entre les deux 
voies existe puisque la Rho kinase peut également phosphoryler la CPI17 et l’activer23, 25 
(Figure 3). 
Enfin, l’acide arachidonique est également capable d’inhiber la MLCP en dissociant 














Figure 3 : Résumé des voies de signalisation impliquées dans la contraction des cellules 
musculaires lisses. 
 
Mécanismes impliqués dans la contraction
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2. Divers stimuli pour une contraction – focus sur le tonus myogénique 
Différents stimuli perçus par les AIP ont pour effet d’induire leur contraction via une 
augmentation de la [Ca2+]i. Ainsi, les AIP sont à la fois soumises à des agents hormonaux 
(comme l’endothéline-1 ou la sérotonine) et à des forces mécaniques induites par la 
pression exercée sur la paroi des artères. En fonction de ces différents stimuli, l’AIP est 
capable d’adapter une réponse biologique afin de maintenir un tonus. Cependant, alors que 
les voies de signalisation en réponse à des stimuli hormonaux sont relativement bien 
décrites dans l’AIP, les voies de signalisation calciques générées par les forces mécaniques 
développées par la pression du sang sont beaucoup moins connues.  
A. Le tonus myogénique 
Les artères sont capables d’adapter leur tonus en fonction de la pression du sang. En 
effet, une diminution de la pression induit une vasodilatation et une augmentation de la 
pression induit une vasoconstriction, c’est ce que l’on appelle le tonus myogénique. Décrit 
depuis 1902 par le physiologiste Sir William Maddock Bayliss26, le tonus myogénique a été 
décrit dans les AIP de cobaye27, de lapin28, 29, de mouton30 et de chat31 depuis la fin des 
années 1980. Cependant, sa présence dans les AIP de rats n’est décrite que depuis 20083, 6, 32 
(même si elle reste controversée en fonction des lignées de rats6, 33) et n’a, à ce jour, pas 
encore été montrée directement dans les AIP chez l’homme. 
Lorsque la pression augmente, les forces de tension sur la paroi des artères 
augmentent selon la loi de Laplace : T° = P° x R où T° est la tension ; P° la pression et R le rayon 
de l’artère (Figure 4). Il ne faut pas confondre les forces de tension pariétales qui sont 
perpendiculaires à la paroi du vaisseau avec les forces de cisaillement induites par le flux du 
sang qui sont parallèles à la paroi de l’artère (en page 23). Dans les petites artères, cette 
contraction en réponse à une élévation de la pression permet d’éviter que cette trop forte 
pression n’arrive aux capillaires afin de les protéger et de maintenir leur pression 
hydrostatique. De plus, le tonus myogénique permet aux artères d’avoir un tonus basal qui 
est nécessaire à la vasodilatation. En effet, seule une artère préalablement contractée peut 










Loi de Laplace : T° = P° x R 
Figure 4 : Représentation 
de la Loi de Laplace sur une 
artère : T° = P° x R. 
T° est la tension, P° la 
pression dans l’artère 
exercée par le sang et R le 






a) Tonus myogénique isobarique et isométrique 
Il convient de distinguer deux types de tonus myogéniques réalisés in vitro sur les 
artères : isométrique ou isobarique. Le tonus myogénique isométrique s’observe lorsqu’une 
artère est tendue entre deux tiges métalliques (cuves à organe isolé), l’une des tiges étant 
fixe et l’autre reliée à un capteur de force qui donne la tension. Selon la loi de Laplace, 
lorsque l’on augmente artificiellement le rayon de l’artère, la tension augmente puis 
rediminue pour réatteindre un état d’équilibre. Ainsi, lors du tonus myogénique, si l’artère 
se contracte et que le rayon reste constant, la tension mesurée va augmenter (Figure 5B et 
D). Lors de la contraction isobarique, l’artère est canulée et pressurisée. Lorsque l’on 
augmente la pression, la tension et le rayon augmentent. Puis, lors du tonus myogénique, 



















Figure 5 : A. Contraction isobarique. L’artère est canulée et pressurisée entre deux pipettes 
de verre. Une différence de pression est appliquée entre le début et la fin de l’artère afin 
de créer un débit. C. Lorsque l’on augmente la pression dans l’artère, le rayon et la tension 
augmentent. Si l’artère se contracte en conséquence, son rayon et sa tension diminuent, 
c’est le tonus myogénique. La courbe en pointillés représente l’allure de la courbe s’il n’y 
avait pas de tonus myogénique (phénomène passif selon la loi de Laplace). B. Contraction 
isométrique. L’artère est placée dans une cuve et étirée entre deux tiges métalliques dont 
l’une est reliée à un capteur de force. D. Lorsque l’on étire l’artère (augmentation de la 
tension), son rayon et sa tension augmentent. Si l’artère se contracte, la tension 
réaugmente alors que le rayon ne bouge pas, c’est le tonus myogénique. La courbe en 
pointillés représente la tension lorsqu’il n’y a pas de tonus myogénique, c’est une 
relaxation passive de l’artère après l’étirement initial. 
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b) Tonus myogénique et Ca2+  
Le tonus myogénique est lié à la contraction des CML et donc à une augmentation de 
leur [Ca2+]i. Cependant, d’où provient ce Ca2+ ? La plupart des études sur le tonus 
myogénique, y compris dans l’AIP, montrent qu’en l’absence de Ca2+ dans le milieu 
extracellulaire, les artères ne répondent plus au tonus myogénique. Il existerait donc des 
mécanismes qui, suite à une contrainte mécanique comme un étirement, provoquent une 
entrée de Ca2+ depuis le milieu extracellulaire dans les CML. Pour entrer dans les cellules, le 
Ca2+ peut transiter par des canaux et nous allons plus particulièrement nous intéresser ici 
aux canaux mécanosensibles. 
B. Les canaux mécanosensibles 
Le mécanisme par lequel une cellule peut ressentir et transduire un stimulus 
mécanique en une réponse biologique s’appelle la mécanotransduction. Cette 
mécanotransduction est apparue très tôt dans l’évolution afin de permettre aux cellules de 
répondre à la pression osmotique de l’environnement extracellulaire35. 
À la surface des CML vasculaires, on retrouve des canaux mécanosensibles appelés 
des SAC (« stretch-activated channels »)36-39. Ils sont activés par une force physique exercée 
sur la membrane plasmique des cellules : une pression, un étirement, un choc osmotique ou 
un flux (Figure 6A, B et C)40. Ainsi, plus la membrane plasmique va être étirée, plus la 
probabilité d’ouverture des SAC va augmenter. Leur ouverture induit un courant d’ions tels 
que du Na+, du Ca2+, du K+ ou du Cl-, ils sont donc non sélectif et présentent une conductance 
comprise entre 20-50 pS38. Les SAC sont donc à la fois des senseurs et des effecteurs puisque 
leur activation et leur ouverture peuvent induire un influx de Ca2+ qui peut être impliqué 











Figure 6 : Différents mécanismes d’activation des SAC. A. Un surpression positive sur la 
membrane plasmique. B. Un étirement par une dépression négative de la membrane 
plasmique ou un choc osmotique. Le choc osmotique fait entrer de l’eau dans la cellule 
qui gonfle, ce qui étire sa membrane de l’intérieur. C. Un flux laminaire : c’est une force 
parallèle à la membrane plasmique. D. Certains modèles montrent que le cytosquelette 
via une association aux SAC, est impliqué dans leur activation. 
Pression positive Pression négative / 
choc osmotique






Une autre propriété des SAC est d’être inactivés par un peptide issu du venin de la 
tarentule Grammostola spatulata : la GsMTx-4 (Figure 7C)42. Le peptide agit en s’insérant 
dans la membrane plasmique grâce à sa charge positive. Il s’y insère à ~0,9 nm du centre de 
la bicouche lipidique et interagit avec les phospholipides de la face extracellulaire qui 
entourent le SAC. Seul le courant entrant est bloqué par le peptide, le courant sortant étant 
inaffecté. La GsMTx-4 modifie donc la fermeture/ouverture du canal (« gating »), sans en 
bloquer le pore8. D’autres molécules sont utilisées pour bloquer les SAC, bien qu’elles soient 
moins sélectives : le gadolinium (Gd3+), la streptomycine ou le rouge de ruthénium. 
Différents mécanismes ont été proposés pour l’activation des SAC. Ils peuvent 
directement s’activer suite à une tension exercée sur la bicouche lipidique (par une 
surpression, une dépression ou un flux). Cependant, de nombreuses hypothèses suggèrent 
également un rôle primordial du cytosquelette dans l’activité des SAC43-47. Le cytosquelette 
permettrait d’absorber les forces mécaniques et osmotiques perçues par les cellules et 































Courant entrant activé 
par l’étirement
B.
Figure 7 : les canaux sensibles à l’étirement (SAC - stretch-activated channels). A. Modèle 
d’activation des SAC suite à un étirement de la membrane plasmique. En haut : canal 
fermé ; au milieu : canal ouvert ; en bas : canal bloqué par la GsMTx-4. B. Courants 
unitaires en configuration cellule attachée d’une CML d’AIP de rat, suite à un étirement 
de -40 mmHg en absence et en présence de GsMTx-43. C. Rosie, la tarentule 
Grammostola spatulata du Pr. Frederick Sachs, de laquelle est extraite le peptide 





Toutefois, bien que les propriétés électrophysiologiques des SAC soient connues, leur 
nature moléculaire reste à ce jour inconnue. Néanmoins, de nombreux canaux sont 
candidats pour être des SAC. Parmi ces canaux, on  retrouve notamment les canaux de la 
famille TRP (Transient Receptor Potential) et plus récemment les canaux Piezo. 
a) Les canaux TRP 
Les canaux TRP représentent une superfamille qui se divise en six sous-familles 
majeures chez les mammifères : TRPC (canonical 1-7), TRPV (vanilloid 1-6), TRPM (melastatin 
1-8), TRPP (polycystin 1-5), TRPML (mucopilin 1-3) et TRPA (ankyrin 1)48, 49. Chacun de ces 
canaux peut être activé par différents stimuli, que ce soit la lumière, la chaleur, le froid, les 
lipides, l’acide, l’hypoxie, le Ca2+, l’étirement, l’osmolarité ; ce sont donc des canaux 
multimodaux38, 40, 48. Les canaux TRP, associés en homo ou hétérotétramères50 se composent 
de 6 domaines transmembranaires dont une boucle entre les segments S5 et S6 qui forme le 
pore du canal permettant le passage des ions. Ces canaux laissent transiter de nombreux 
ions et chacun d’eux présente une sélectivité particulière, que ce soit pour le Ca2+, le Na+, le 
K+ ou le Mg2+ par exemple38, 51. 
i. Les canaux TRP dans les CML d’AIP 
Les CML d’AIP, de rat et d’homme, expriment de nombreuses isoformes de TRP52. Au 
niveau protéique, on retrouve les isoformes TRPC153-58, TRPC359, 60, TRPC454, 57, 58, TRPC655, 57, 
58, 61, 62, TRPV163, 64, TRPV232, TRPV432, 64-67, TRPM264, TRPM765, TRPM832, 64, 68 et au niveau de 
l’ARNm, les isoformes TRPC269, TRPC569, TRPC7, TRPV363, 64, 70 et TRPM1 à M632, 64. 
Cependant, en fonction des articles et des amorces utilisées pour détecter les ARNm, les 
isoformes TRPC260, TRPC559 et plus particulièrement TRPC759, 69 sont controversées dans la 
littérature. Les isoformes TRPV532, 64 et TRPV632, 64 ne sont pas exprimées dans les AIP et la 
présence ou l’absence des TRPP et TRML n’a, à ce jour, pas été décrite.  
ii. Les canaux TRP sensibles à l’étirement 
Parmi tous ces canaux TRP, certains sont activés directement ou indirectement par 
l’étirement : TRPC1, C3, C5, C6, V1, V2, V4, M4, M7, A1 et TRPP2. Néanmoins, leur activation 
directement par un étirement mécanique reste controversée dans la littérature puisqu’ils 
sont soit indirectement activés par l’étirement (TRPC1, C3, C6, M4, M7, A1, TRPP2), soit 
inactivés par l’étirement (TRPV1), soit sensibles à une hypo-osmolarité (TRPV4, M7), soit 
activés par un flux laminaire (TRPV4, M7, TRPP2)50, 51, 71 (Figure 6). Seuls les canaux TRPV2 
semblent être directement activés par l’étirement72 . Enfin, plusieurs TRP peuvent s’associer 
entre eux, comme TRPV4, TRPC1 et TRPP2 qui forment un canal hétéromérique sensible au 
flux73. 
Ainsi, de nombreux canaux TRP sont impliqués dans la mécanotransduction mais leur 
rôle en tant que SAC per se, reste encore aujourd’hui controversé dans la littérature en 






depuis 2010, de nouveaux canaux, directement sensibles à l’étirement ont été découverts : 
Piezo1 et Piezo2 et forment de parfaits candidats aux SAC74, 75. 
b) Les canaux mécanosensibles Piezo 
L’identification des canaux Piezo en tant que SAC a été réalisée par criblage de siARN 
sur une lignée de neuroblastomes (Neuro2A) (Figure 8A). À la suite de ce criblage, deux 
gènes ont été identifiés comme codant pour deux canaux sensibles à l’étirement : Fam38a et 
Fam38b, aujourd’hui appelés respectivement Piezo1 et Piezo275. L’expression des protéines 
Piezo est nécessaire et suffisante à l’induction d’un courant sensible à l’étirement sur des 
cellules n’en présentant pas à la base. Exprimés dans de nombreux organismes (Figure 9A), 
ce sont des canaux cationiques non sélectifs dont la conductance unitaire est d’environ 30 
pS76. De plus, la pression d’activation moyenne des canaux Piezo se situe entre -30 et -40 
mmHg75. La cinétique d’activation de Piezo1 et Piezo2 est similaire. Par contre, les canaux 












Une particularité frappante des canaux Piezo est leur nombre important de segments 
transmembranaires : 30 à 40, selon les prédictions, faisant de ces protéines les premières 
chez l’homme à avoir autant de segments transmembranaires74. Avec un poids moléculaire 
avoisinant les 290 kDa, les canaux Piezo peuvent également former des homotétramères 
d’environ 1,2 MDa76. A l’heure actuelle, nous ne connaissons pas les segments responsables 
de la formation du pore, ni ceux responsables de leur activation par l’étirement. Du fait de la 
taille du canal, il est fortement possible qu’il ne soit pas uniquement impliqué dans la 
B. A. 
Figure 8 : A. Cellule Neuro2A stimulée mécaniquement par une pipette. Le 
déplacement de la pipette (flèche rouge) produit une déformation mécanique de la 
membrane plasmique. B. Exemple de courants activés mécaniquement enregistrés à 
un potentiel de maintien de -80 mV dans des cellules surexprimant Piezo1 (à gauche) 
et Piezo2 (à droite). Les traces en noir représentent les mouvements effectués par la 
pipette de stimulation, dont le déplacement est augmenté de 1 μm à chaque 
nouvelle stimulation. Les traces en rouge représentent le courant activé qui 




mécanotransduction74. De plus, des interactions entre les canaux TRP précédemment décrits 
et Piezo sont possibles, comme entre Piezo1 et TRPP277.  
Les antagonistes des canaux Piezo sont les antagonistes classiques des SAC. On peut 
citer le rouge de ruthénium dont l’inhibition dépend du voltage, le Gd3+, la streptomycine, et 
le GsMTx-4 qui décale vers la droite le seuil d’activation du canal de 30 mmHg74, 78-80.  
i. Les canaux Piezo dans les cellules neuronales et associées 
Les premières études ont montré que Piezo1 est exprimé dans les neurones 
sensoriels périphériques. Il y est impliqué dans la sensibilité à la douleur81 et à l’allodynie82, 83 
chez la drosophile et la souris, respectivement. Piezo2 est également impliqué dans la 
sensibilité au toucher chez le poisson-zèbre, la souris et le rat. La sensibilité au toucher fait 
intervenir les terminaisons afférentes des neurones sensoriels périphériques et des cellules 
non neuronales associées à ces neurones : les cellules de Merkel. Les cellules de Merkel sont 
des cellules sécrétrices (neuroendocrines) qui se situent au niveau de l’épiderme basal. Ces 
cellules possèdent des canaux mécanosensibles à adaptation lente, c'est-à-dire qu’ils 
peuvent transformer une information mécanique de toucher en un influx nerveux pour les 
neurones adjacents pendant toute la durée du toucher et dans une zone limitée84. Une 
étude a montré par un KO tissu spécifique au niveau de l’épiderme que Piezo2 intervient 
dans cette adaptation lente au toucher grâce à une expression fonctionnelle au niveau des 
cellules de Merkel, chez la souris85, 86. Ce rôle de Piezo2 a été confirmé chez le rat grâce à des 
shRNA anti Piezo285. Ainsi, l’activation de Piezo2 par le toucher entraînerait une entrée de 
cations qui dépolariserait la membrane plasmique des cellules de Merkel. Cette 
dépolarisation entraîne l’activation de canaux calciques dépendants du voltage (CCDV) suivie 
d’une entrée de Ca2+ qui induit l’exocytose et la libération de neurotransmetteurs dans la 
fente synaptique du neurone somatosensoriel voisin86. 
ii. Les canaux Piezo dans les cellules non neuronales 
Néanmoins, les canaux Piezo ne sont pas exclusivement exprimés dans les neurones. 
En effet, chez la souris, on en retrouve également dans les tubules rénaux, la vessie et le 
poumon. Dans le rein, Piezo1 est exprimé au niveau des cellules épithéliales des tubules 
proximaux où il serait impliqué dans la sensibilité aux changements de pression 
intraluminale et la sensation du flux urinaire74, 77. Dans la vessie, Piezo1 est détecté dans les 
cellules urothéliales où il contribue au relargage d’ATP en réponse à l’étirement. Il y 
contribuerait à la sensibilité de l’extension de la vessie87.  
Piezo1 interviendrait également dans la sensibilité des cellules à la confluence79 et 
régulerait leur état prolifératif, comme cela a été montré dans les cellules épithéliales chez 






iii. Les canaux Piezo dans le poumon et les vaisseaux 
Le tissus qui exprime le plus les canaux Piezo1 et Piezo2 est le poumon75, 87 (Figure 
9B). Toutefois, la composition du poumon est très diversifiée : veines, bronches, artères, 
sang, cellules de l’immunité, pneumocytes,… Si Piezo est exprimé dans ce tissu, la question 
est de savoir où, dans quel type cellulaire et surtout pourquoi ? À ce jour, l’expression et la 
fonction de Piezo dans le poumon demeurent inconnues même si quelques pistes 
commencent à émerger.  
 Des études préliminaires seront présentées à la fin de cette thèse afin de 
déterminer la localisation et l’expression de Piezo1 dans le poumon.  
Plusieurs études montrent que Piezo1 est impliqué dans l’embryogenèse. Chez la 
souris, Piezo1 est exprimé dans la rate et le poumon où son expression augmente au cours 
des stades embryonnaires. À la naissance des souris, Piezo1 est majoritairement exprimé 
dans le foie et dans la moelle osseuse. À ce niveau, Piezo1 est impliqué dans l’érythropoïèse 
et à l’âge adulte, il est exprimé au niveau de la membrane plasmique des globules rouges 
chez la souris mais aussi chez l’homme. Ce canal intervient dans la régulation de l’osmolarité 
des globules rouges89. On pourrait ainsi corréler la forte expression de Piezo1 que l’on 
observe durant l’embryogenèse dans le poumon à son expression dans le sang lors de la 
vascularisation pulmonaire.  
Deux études récentes ont montré que des souris KO pour Piezo1 meurent en milieu 
de gestation, à l’état embryonnaire (au stade E10.5 en moyenne). Cette mortalité est 
associée à un défaut de la vasculogenèse. Ainsi, Piezo1 est exprimé dans les cellules 
endothéliales des vaisseaux sanguins en formation chez la souris et est important pour le 
remodelage et l’architecture des vaisseaux90, 91. Les auteurs montrent qu’en plus d’être 
activé par une pression, au niveau de cellules endothéliales humaines issues de la veine  
ombilicale (HUVEC), Piezo1 est également activé par les forces de cisaillement. Ces forces 
générées par le flux du sang in vivo, entraînent dans les HUVEC un influx de Ca2+ par les 
canaux Piezo1. Ce Ca2+ est impliqué dans l’activation de la calpaïne et dans une 
phosphorylation activatrice de l’oxyde nitrique synthase endothéliale (eNOS). Ces 
mécanismes conduisent à rassembler les canaux Piezo1 au niveau de lamellipodes où il va 
être impliqué dans la migration et l’alignement des cellules endothéliales selon la direction 
du flux90, 91.  De plus, du fait de l’adaptation rapide de Piezo1 à l’étirement, les auteurs 
suggèrent que celui-ci pourrait être impliqué dans une activation répétée au niveau de zones 
où le flux dans l’artère est turbulent, comme dans les embranchements entre artères. Ce 
rôle de Piezo1 dans l’alignement des cellules endothéliales permet d’expliquer son 
importance dans la morphologie des vaisseaux lors de l’embryogenèse.  
De plus, de façon intéressante, à l’âge adulte, Piezo1 continue à être exprimé dans le 
cœur, le poumon et l’aorte de souris90. Le poumon étant hautement vascularisé, il est 




dans les vaisseaux pulmonaires. Récemment, une étude a mis en évidence au niveau de 
l’ARNm la présence de Piezo1 dans les cellules endothéliales du cœur, de la peau, du foie, du 
colon et de la vessie mais également dans les cellules endothéliales d’artères pulmonaires 
humaines et de souris91. Le fait que les souris KO pour les canaux Piezo soient létales (à la 
naissance pour Piezo2 et pendant l’embryogenèse pour Piezo1), montre que ces canaux ont 
une importance majeure dans la physiologie et le développement74.  
iv. Mutations chez l’homme des canaux Piezo 
 Chez l’homme, 28 mutations « gain de fonction » de Piezo1 et Piezo2 (14 de chaque) 
sont associées à des pathologies74. Ainsi, Piezo1 est impliqué dans la stomatocytose 
déshydratée89, 92-94. Dans cette pathologie, la cinétique d’inactivation des canaux Piezo1 est 
plus lente dans les globules rouges92, 95. Ceci a pour conséquence d’augmenter le flux d’ions 
par les canaux Piezo et de liquide en conséquence, ce qui conduit à augmenter le volume des 
globules rouges et amène à leur rupture membranaire96. Piezo2 est associé à d’autres 
pathologies comme l’arthrogrypose distale de type 5, le syndrome de Gordon ou le 
syndrome de Marden-Walker97, trois pathologies rares qui se caractérisent, entre autres, par 































































































































Figure 9 : Les canaux Piezo. A. Arbre phylogénétique des canaux Piezo1 et Piezo2. B. 
Niveau d’ARNm de Piezo1 et Piezo2 dans différents tissus chez la souris. Le poumon est 






Nous venons de voir que les canaux SAC sont perméables à de nombreux ions et 
provoquent notamment une entrée de cations dans les cellules. Les CML d’AIP ont un 
potentiel transmembranaire de repos négatif, compris entre -40 et -50 mV98. Ainsi, l’entrée 
d’ions positifs a pour impact d’amener le potentiel transmembranaire vers des valeurs plus 
positives : c’est la dépolarisation. Quelle est la conséquence d’un changement de potentiel 
membranaire ? À la surface des CML, on retrouve plusieurs canaux calciques sensibles à ces 
variations qui sont des canaux calciques dépendants du voltage (CCDV). 
C. Les canaux calciques dépendants du voltage (CCDV) 
Les CCDV sont des canaux perméables au Ca2+ qui s’ouvrent à la suite d’une 
dépolarisation puis s’inactivent plus ou moins rapidement et se ferment suite à une 
hyperpolarisation. Les CCDV sont les canaux calciques majeurs impliqués dans la contraction 
du muscle squelettique strié, du muscle cardiaque et des muscles lisses vasculaires. Dans les 
vaisseaux, les CCDV participent au tonus basal en étant ouverts en partie constamment. 
a) Les différentes isoformes de CCDV dans les artères pulmonaires 
Les CCDV sont classés en 5 sous-familles : les CCDV de type L qui sont activés pour de 
fortes dépolarisations de -30 à +10 mV (Cav1.1 (S), Cav1.2 (C), Cav1.3 (D) et Cav1.4 (F)) ; les 
CCDV de type T activés pour de plus faibles dépolarisations de -40 à -10 mV (Cav3.1 (G), 
Cav3.2 (H) et Cav3.3 (I)) ; les CCDV dit neuronaux de type P/Q (Cav2.1 (A)), de type N (Cav2.2 
(B)) et de type R (Cav2.3 (E)) activés pour de moyennes et de fortes dépolarisations. Les 
principales différences entre les CCDV de type T et de type L sont leur seuil d’activation et 
leur cinétique d’inactivation qui est plus rapide pour les CCDV de type T que de type L99. Au 
niveau cardiovasculaire, seuls les courants par les CCDV de type T et L ont été décrits100. Au 
niveau des CML d’AIP de souris sont exprimés les isoformes Cav1.1101, Cav1.2102, Cav1.3101, 
Cav3.1102 et Cav3.2102.  Chez l’homme, les canaux Cav3.1 sont exprimés au niveau du muscle 
lisse des AIP103. Au niveau de l’ARNm, les isoformes Cav2.1 et Cav2.2 sont également 
exprimées dans des CML d’AIP humaines104. Bien que le rôle précis de chaque isoforme n’est 
pas été décrit, les CCDV de type L interviennent dans le tonus vasculaire et plus 
particulièrement dans les AIP par rapport aux artères mésentériques ou de l’aorte101.  
b) Composition des CCDV 
Les CCDV sont formés de 5 sous-unités (α1, α2, β, δ et γ), la sous-unité α1 formant le 
pore et les autres étant des sous-unités auxiliaires. La sous-unité α1 se compose de 4 
domaines de 6 segments transmembranaires (Figure 10). Chaque domaine pouvant avoir un 



















c) Le pore du canal 
Entre les segments S5 et S6 on retrouve une boucle qui forme le pore du canal. Ces 
segments S5 et S6 sont également impliqués dans la cinétique d’inactivation des CCDV. La 
boucle entre les domaines I et II permet l’inactivation du canal en l’obstruant au niveau des 
segments S5 et S6. De plus, ces segments sont importants dans la sensibilité du canal à être 
activé pour de fortes dépolarisations (CaV de type L) ou de faibles dépolarisations (CaV de 
type T)105.  
d) Le senseur du voltage 
Le segment S4 est le senseur du voltage. Ce segment qui contient des acides aminés 
positifs (majoritairement des arginines) est mobile dans la membrane plasmique106. Lors 
d’une dépolarisation, ces acides aminés bougent et sont exposés à l’extérieur de la bicouche 
lipidique, au niveau du milieu extracellulaire. Ce mouvement contribue à un changement de 
conformation des autres segments du canal, ce qui permet l’ouverture du pore et l’influx de 
Ca2+ vers le cytoplasme99, 105. 
e) Les inhibiteurs des CCDV 
Parmi les inhibiteurs des CCDV il faut distinguer ceux des CCDV de type L et de type T. 
Le mibéfradil, le NNC55-0396, le TTAA2 inhibent les CCDV de type T. Les CCDV de type L sont 
Figure 10 : Canal calcique dépendant du voltage. Représentation schématique d’un 
canal calcique dépendant du voltage (CCDV) avec la sous-unité α1 qui forme le pore et 
les sous-unités auxiliaires régulatrices (α2, β, δ et γ). La sous-unité α1 se compose de 6 
segments transmembranaires répétés 4 fois. Le pore se trouve entre les segments S5 et 



































inhibés par des dihydropyridines tels que la nifédipine, la nicardipine, les phénylalkylamines 
(vérapamil) et les benzodiazépines (diltiazem). Toutefois, la sélectivité de ces molécules est 
assez controversée, notamment pour celles des CCDV de type T. 
Afin de contrebalancer l’influx d’ions positifs par les SAC et les CCDV et ramener le 
potentiel de membrane des CML à sa valeur basale, la cellule doit s’hyperpolariser. Pour 
cela, le Ca2+ qui entre dans la cellule peut activer différents canaux membranaires tels que 
des canaux potassiques activés par le Ca2+ : les canaux KCa. 
D. Les canaux KCa  
a) Généralités sur les canaux KCa 
Il existe trois types de canaux KCa, chacun d’eux étant nommé par sa conductance 
respective : SKCa (small), IKCa (intermediate) et BKCa (big). Ils sont activés à la suite d’une 
augmentation de la [Ca2+]i et leur activation entraîne un efflux de K+ et donc une 
hyperpolarisation. Dans les CML, l’hyperpolarisation contribue à la relaxation via 
l’inactivation des CCDV et à une diminution de la [Ca2+]i. Les deux types de canaux (CCDV et 
KCa) forment alors une balance de potentiel pour les cellules. Les BKCa sont également liés au 
tonus myogénique mais dans un rôle inverse car leur inactivation entraînerait une 
contraction des CML. Par ailleurs, dans les CML d’AIP de lapin, les BKCa seraient directement 
sensibles à l’étirement et aux dérivés de l’acide arachidonique107.  
Les BKCa présentent deux particularités par rapport aux SKCa/IKCa : ils sont sensibles au 
voltage et ils sont directement sensibles au Ca2+ (ainsi qu’au Mg2+). Par contre, les IKCa et les 
SKCa ne sont pas sensibles au voltage et sont activés par l’intermédiaire de la calmoduline 
(CaM). Ainsi, les SKCa possèdent 4 sites de liaison à la CaM et leur activation nécessite la 
liaison de 4 CaM et au moins un ion Ca2+.  
Les KCa se composent de 4 sous-unités α. Chaque sous-unité α se compose de 
plusieurs segments transmembranaires : 6 pour les SKCa/IKCa et 7 pour les BKCa. En effet, les 
BKCa disposent d’un segment supplémentaire appelé S0, qui rend la partie N-terminale 
extracellulaire où elle peut interagir avec une protéine auxiliaire appelée la sous-unité β. Il 
existe plusieurs isoformes de sous-unité β (1 à 4) mais seule la sous-unité β1 est exprimée 
dans les CML108. De plus, les BKCa sont également associés à une sous-unité auxiliaire γ 
(Figure 11A et B). 
b) Les canaux BKCa 
Les canaux BKCa se composent de plusieurs parties : (i) un domaine pore, (ii) la partie 




i. Le domaine pore 
Le pore se trouve entre les segments S5 et S6. Sa sélectivité au K+ est assurée par 
trois acides aminés au niveau du pore : G-Y-G. 
ii. La sensibilité au Ca2+ 
La partie C-terminale cytosolique est très grande, elle se compose de deux parties : le 
domaine RCK1 qui est un site de faible affinité pour le Ca2+ et qui lie également le Mg2+ ; et le 
domaine RCK2 qui est un site de haute affinité pour le Ca2+. Le Mg2+ peut également se lier 
dans les boucles intracellulaires du canal, entre les segments S0 et S1 et S2 et S3 (Figure 
11A). Les BKCa s’activent pour des [Ca2+]i supérieures à 300 nM. Ils peuvent être activés soit 
par une entrée de Ca2+ depuis le milieu extracellulaire, soit par une sortie de Ca2+ depuis les 
réserves calciques internes. De plus, la sous-unité associée β1 permet de réguler la cinétique 
d’activation des BKCa en augmentant sa sensibilité au Ca2+ 108. 
iii. La sensibilité au voltage 
Les BKCa s’activent suite à une dépolarisation pour des potentiels de membrane 
supérieurs à +20 mV. C’est le segment S4 qui est responsable de cette sensibilité au voltage 
puisqu’il contient de nombreux acides aminés chargés positivement et plus particulièrement 
une arginine 213109. Lorsque la membrane se dépolarise, le segment S4 se déplace vers le 
côté extracellulaire, ce qui libère le pore et facilite le passage des ions K+ entre les segments 
S5 et S6. Le Ca2+ potentialise l’ouverture du canal lorsque celui-ci est préalablement ouvert 
par une dépolarisation110. Dans les CML où le potentiel de membrane est d’environ -40 mV, 
l’état d’activation du canal par la dépolarisation est d’environ 0,1%. De ce fait, 
l’augmentation du Ca2+ cytoplasmique est l’activateur majeur des BKCa111. 
iv. Les inhibiteurs des KCa 
Les BKCa sont inactivés par de l’ibériotoxine (IbTx), par de faibles concentrations de 
tétraéthylammonium (TEA) et la charybdotoxine. Cependant, cette dernière n’est pas 
sélective des BKCa puisqu’elle inhibe également les IKCa. Un inhibiteur sélectif des IKCa est le 
TRAM-34. Quant aux SKCa, ils peuvent être bloqués par de l’apamine108 (Figure 11C).  
v. La modulation des BKCa 
De nombreuses protéines kinases peuvent phosphoryler les BKCa et en modifier le 
fonctionnement (PKG, PKA, PKC). Dans les CML, la PKA et la PKG activent les BKCa et la PKC 
les inhibe111. La sous-unité α possède également deux sites de liaison à la cavéoline-1. Ainsi, 
























Par ailleurs, la sensibilité au voltage et au Ca2+ dépendrait des lits vasculaires. Par 
exemple, les BKCa présents sur les CML d’artère cérébrale sont plus sensibles que ceux des 
CML d’AIP. La conséquence est que les souris KO pour la sous-unité β1113 ou α114 ont une 
hypertension systémique mais pas pulmonaire, par exemple. Il existerait donc des 
spécificités des voies de signalisation en fonction des vaisseaux. A titre d’exemple, je vais à 
présent brièvement présenter les différents mécanismes connus au tonus myogénique dans 
la circulation systémique. 
E. Le tonus myogénique dans la circulation systémique 
Le tonus myogénique a été mis en évidence dans divers lits vasculaires de la 
circulation systémique. Dans la plupart des cas, les études ont été réalisées sur des vaisseaux 
pressurisés et mettent en évidence l’implication des CCDV dans le tonus myogénique115.  
a) Artère cérébrale 
Sur des artères cérébrales de rat, une augmentation de la pression induit l’activation 
de CCDV116 de type L (Cav1.2) et de type T dans une moindre mesure (Cav3.1 et 3.2)117. Une 
Site de liaison pour le Ca2+
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B.  SKCa et IKCa
C. 
Figure 11 : Les canaux KCa. A. Topologie membranaire de la sous-unité α et β d’un BKCa. 
On distingue le segment S4 sensible au voltage et le pore entre les segments S5 et S6, 
ainsi que les différents sites de liaison du Ca2+ et du Mg2+. B. Topologie membranaire des 
SKCa et IKCa avec le site de liaison à la calmoduline (CaM). C. Structure en cryo-




étude a montré que l’activation des CCDV par l’augmentation de la pression fait intervenir 
des espèces réactives dérivées de l’oxygène qui activent une voie PIP3/AKT via l’inhibition de 
PTEN118. De plus, de nombreux SAC semblent intervenir dans le tonus myogénique de 
l’artère cérébrale dont les canaux TRPM4119-121 et TRPC6122. L’hypothèse serait que 
l’étirement induit un influx de Na+ et Ca2+ par ces canaux, ce qui dépolarise le potentiel 
transmembranaire. Cette dépolarisation entraînant l’activation des CCDV pour un influx 
calcique plus important. Ceci étant, les canaux TRPC6 ne seraient pas directement activés 
par l’étirement123 mais leur implication dans le tonus myogénique serait plutôt corrélée avec 
les récepteurs à l’angiotensine de type 1 (AT1R) qui seraient, eux, activés par l’étirement124. 
Ainsi, l’activation des AT1R provoque l’activation d’une kinase Src qui active une 
phospholipase C de type γ1 (PLCγ1) qui produit de l’IP3. L’IP3 provoque une sortie de Ca2+ du 
réticulum endoplasmique (en page 40). Ce Ca2+ activerait par la suite les canaux TRPM4 qui 
font rentrer du Na+ qui dépolarise les CML d’artère cérébrale125.  
Une autre étude a montré que les canaux TRPP2 sont exprimés au niveau de la 
membrane plasmique des CML d’artères cérébrales de rats et humaines. Une réduction de 
l’expression des TRPP2 par des shRNA réduit le tonus myogénique, ainsi que l’influx de Ca2+ 
par les SAC induit par un choc osmotique mais n’a pas d’effet sur la dépolarisation induite 
par l’étirement126. Les canaux TRPP2, en association avec les TRPP1, contribueraient au 
tonus myogénique de l’artère cérébrale126 en modulant l’activation des SAC via leur 
association au cytosquelette d’actine44, 127.  
Etant donné que de nombreux SAC (TRPM4, TRPC6 et TRPP2) seraient responsables 
du tonus myogénique dans l’artère cérébrale, la question reste de savoir s’ils agissent en 
parallèle, en série ou s’il existe une combinaison de leurs voies de signalisation. De plus, chez 
la souris, ce mécanisme de dépolarisation induite par l’augmentation de la pression fait 
intervenir des cavéoles128 (Figure 12A). 
b) Artère mésentérique 
Dans les artères mésentériques de souris, les CCDV sont impliqués dans le tonus 
myogénique également129-131. L’augmentation de la pression active des récepteurs à 
l’angiotensine II de type 1a132 qui, par une voie PI3 kinase/AKT, active des CCDV133, tels que 
les Cav3.1134 et les Cav1.2135. Par ailleurs, une étude a montré que chez le rat, l’augmentation 
de pression induit une translocation de RhoA à la membrane plasmique où elle interagit avec 
la cavéoline-1. Cette interaction conduit à l’activation de la Rho kinase qui sensibilise 
l’appareil contractile au Ca2+ et induit la vasoconstriction136 (Figure 12B).  
c) Autres artères systémiques 
Le tonus myogénique a également été mis en évidence dans d’autres artères 
systémiques, notamment dans l’artère coronaire137, l’artère irriguant les muscles 






souris140, même si les mécanismes sous-jacents sont moins connus. Par exemple, dans 
l’artère du muscle crémaster, les CCDV de type T et de type L sont impliqués dans le tonus 
myogénique138. De même, dans l’artère coronaire humaine, les CCDV interviennent dans le 
tonus myogénique67. Dans les artères coronaires de souris, l’augmentation de pression 
active des récepteurs à l’EGF couplés à une tyrosine kinase qui, par une voie 
JAK/ERK1/2/STAT3, conduit à la contraction par un mécanisme encore inconnu137. Dans les 
artères coronaires de rats, le tonus myogénique fait intervenir des canaux KCa141  et dépend 
du pH puisqu’une acidification potentialise le tonus myogénique en jouant sur la 



















Figure 12 : Tonus myogénique dans les CML d’artères systémiques. A. Voie de 
signalisation dans les artères cérébrales. Les récepteurs à l’angiotensine II de type 1 
(AT1R), les canaux TRPC6, TRPM4, TRPP2, TRPP1 et les CCDV (Cav3.1, 3.2 et 1.2) sont 
impliqués dans le tonus myogénique. Les cavéoles semblent aussi jouer un rôle. B. Voie 
de signalisation dans les artères mésentériques. Les AT1R et les CCDV (Cav3.1 et 1.2) sont 
impliqués dans le tonus myogénique. Les cavéoles sont plutôt impliquées dans la 

















































































F. Tonus myogénique et SAC dans les artères pulmonaires 
La circulation pulmonaire est un système à faible pression et à faible résistance due à 
une forte compliance des artérioles pré-capillaires. Plutôt controversé dans la littérature, le 
tonus myogénique chez des animaux contrôles est alors minimal1, 6, 33. Cependant, une étude 
a montré chez le rat la présence d’un tonus myogénique majoritairement dans les petites 
AIP d’un diamètre compris entre 50 et 150 µm (tonus myogénique isobarique)6. Mais quel 
est le mécanisme responsable de cette contraction ? Contrairement à ce qui est largement 
décrit dans la circulation systémique (voir ci-dessus), dans les AIP, les CCDV ne sont pas 
impliqués dans le tonus myogénique6, 28, 33, 98.  
a) Les SAC dans les CML d’AIP de rats 
Si le tonus myogénique dans les AIP ne fait donc pas intervenir les CCDV, qu’en est-il 
des SAC ? De précédents travaux du laboratoire ont montré que les CML d’AIP de rats 
possèdent des canaux SAC dont l’activité est inhibée par la GsMTx-4 (Figure 6B). Ces canaux, 
activés de façon graduelle par des dépressions de 0 à -60 mmHg, sont non sélectifs et sont 
perméables au Ca2+. Leur conductance est de 34 pS. Ils sont à la fois activés par une 
dépression et par un choc osmotique qui entraîne une augmentation de la [Ca2+]i3. De plus, 
une étude a montré que chez le lapin, ces courants SAC sont plus présents dans les CML des 
petites AIP39, 143. Ce Ca2+ qui entre par les SAC suite à un étirement pourrait donc conduire à 
la contraction. Par ailleurs, une étude a montré que les canaux TRPV4 sont impliqués dans le 
tonus myogénique chez le rat32.  
b) Tonus myogénique et canaux TRPV4 dans les AIP 
Les canaux TRPV4 étant plus particulièrement activés par le flux et l’osmolarité que 
par la pression, les auteurs suggèrent que lors d’une lésion de l’endothélium des vaisseaux 
ou via les fenêtres de la limitante élastique interne (jonctions myoendothéliales), les CML 
sont également capables d’être sensibles à un flux. Ainsi, sur les CML d’AIP humaines, un flux 
est capable d’activer des canaux TRPV4, mais également TRPM7 et entraîne une 
augmentation de la [Ca2+]i65.  
c) Tonus myogénique et endothélium 
Une étude a par ailleurs montré que le tonus myogénique isométrique de l’AIP chez 
les rats Sprague-Dawley fait intervenir l’endothélium1. Un étirement de l’AIP provoquerait 
une sécrétion par l’endothélium de facteurs vasoconstricteurs, comme la phospholipase A2 
et/ou des prostaglandines (PGH2), comme cela a été montré sur l’AIP de lapin29, 144. 
Nous venons de voir que les forces d’étirement mécanique, perpendiculaires à la 
paroi des vaisseaux sont impliquées dans le maintien du tonus vasculaire. Cependant, les 
artères sont également soumises au flux du sang qui génère des forces parallèles à la paroi 
des artères. Ces forces, appelées forces de cisaillement, sont majoritairement ressenties par 






3. L’endothélium et les cellules endothéliales 
En contact direct avec le sang, les cellules endothéliales (CE) vont être les premières 
cellules des artères à ressentir les forces de frottement générées par le flux du sang, 
appelées forces de cisaillement. Ces forces, parallèles à la paroi du vaisseau, sont impliquées 
dans différents mécanismes tels que : A. la régulation du tonus vasculaire grâce à la 
sécrétion de facteurs impliqués dans la vasodilatation (« dilatation flux dépendante » par la 
sécrétion de monoxyde d’azote (NO) ou l’EDHF), la vasoconstriction (comme l’endothéline-1) 
et B. dans l’inflammation.  
A. Les cellules endothéliales et la vasodilatation flux-dépendante 
a) Voie du monoxyde d’azote (NO) 
Au niveau des CE, les forces de frottement vont être perçues par des canaux sensibles 
à l’étirement (comme les canaux TRPV4) qui entraînent un influx de Ca2+. Dans la CE, le Ca2+ 
est particulièrement impliqué dans la production de NO par la NO synthase endothéliale 
(eNOS). Lorsque le Ca2+ augmente dans la CE, celui-ci se combine à la calmoduline (CaM). Le 
complexe Ca2+/CaM induit un changement de conformation de la eNOS qui devient active. La 
eNOS transforme alors de l’O2 + L-arginine en L-citrulline + NO. Le NO est un gaz qui diffuse 
librement à travers les membranes des cellules, il agit à distance sur les CML sous-jacentes 
dont il provoque leur relaxation (Figure 13).  
Par ailleurs, les forces de cisaillement ont aussi un effet direct sur la plasticité de la 
membrane plasmique. En effet, un flux a la capacité d’augmenter la fluidité membranaire, 
plus particulièrement au niveau de zones où la membrane est plus statique comme dans les 
cavéoles145. Les cavéoles sont des invaginations de la membrane plasmique qui regroupent 
de nombreuses protéines et canaux (en page 27). Cette augmentation de la fluidité dans les 
cavéoles par les forces de cisaillement peut activer différentes protéines y étant 
associées. On constate notamment un détachement de la eNOS qui s’active146, 147 mais aussi 
l’activation de l’ATP synthase et la production d’ATP vers le milieu extracellulaire148. L’ATP, 
sécrété dans les cavéoles149 peut alors activer des récepteurs purinergiques (P2X4)150 qui 
entraînent une augmentation de la [Ca2+]i, l’activation de la eNOS, la production de NO et la 
vasodilatation (Figure 13). 
b) Voie de l’EDHF 
Un autre mécanisme impliqué dans la relaxation flux-dépendante est l’EDHF 
(« Endothelium-Derived Hyperpolarizing Factor »). Comme nous venons de le voir, le flux a la 
capacité d’activer des canaux TRPV4 qui sont notamment exprimés dans des cavéoles. Au 
niveau de ces cavéoles, les canaux TRPV4 sont regroupés avec des canaux potassiques 
activés par le Ca2+ (SKCa et IKCa). Grâce à cette proximité, le Ca2+ qui entre par les TRPV4 
active directement des canaux KCa qui font sortir du K+ des cellules. Cette sortie massive 




hyperpolarisation peut se propager jusqu’aux CML via des jonctions communicantes 
(jonction GAP composée de connexines) où elle induit la fermeture de CCDV, une diminution 

















B. Les cellules endothéliales dans l’inflammation 
Nous venons de voir que les CE ont un rôle dans le tonus vasculaire en sécrétant des 
agents vasodilatateurs comme le NO. Elles sont également impliquées dans la sécrétion de 
molécules vasoconstrictrices et dans des mécanismes de l’inflammation. Ainsi, les forces 
d’étirement mécanique peuvent aussi être à l’origine de l’activation d’autres canaux 
sensibles à l’étirement, comme TRPC3 induisant une sécrétion d’endothéline-1 (ET-1) par les 
CE. L’ET-1 sécrétée peut agir à distance sur les CML pour induire une vasoconstriction (en 
page 50). L’ET-1 peut également agir de façon autocrine sur les CE en activant d’autres voies 
de signalisation plus complexes comme par exemple la translocation de zyxin des points 
d’adhésion focaux au noyau des CE où elle peut induire l’expression de gènes impliqués dans 
Figure 13 : Les forces de cisaillement activent ① la sécrétion d’ATP de la CE. Suite à 
l’activation des récepteurs P2X4, l’ATP induit une augmentation de la [Ca2+]i. ② Le 
cisaillement induit également un influx de Ca2+ par des canaux TRPV4 qui active des 
canaux KCa et font sortir du K+ qui hyperpolarise la CE. Cette hyperpolarisation se 
propage à la CML via des jonctions communicantes (Connexines – Cx) et entraîne la 
fermeture de CCDV, une diminution de la [Ca2+]i et la vasodilatation. Enfin, dans la CE, 













































L’endothélium est aussi une barrière permettant de contenir le sang dans les 
vaisseaux. Cependant, lorsqu’il est lésé, comme par exemple lors d’une blessure, les cellules 
endothéliales vont sécréter de nombreux facteurs impliqués dans l’inflammation afin de 
mettre en place des mécanismes de réparation. L’un de ces facteurs sécrétés est le facteur 
de von willebrand (vWF). Le vWF est stocké sous forme de multimères dans les CE au niveau 
d’organites intracellulaires de forme allongée : les corps de Weibel Palade154. Lors d’une 
lésion, les corps de Weibel Palade vont fusionner avec la membrane plasmique et sécréter le 
vWF. Sous l’effet des forces de cisaillement générées par le flux sanguin, des fils de vWF 
s’alignent entre eux et sont impliqués dans le recrutement et l’adhésion des plaquettes qui 




Figure 14 : Au niveau des cellules endothéliales, un étirement par tension pariétale 
(perpendiculaire au vaisseau), active des canaux TRPC3 qui font rentrer du Ca2+. Ce Ca2+ 
induit une production d’ET-1 qui par action autocrine active des récepteurs à l’ET-1 de 
la CE. S’ensuit une voie de signalisation avec la production d’ANP et l’activation de la 
PKG qui conduit à phosphoryler Zyxin. Zyxin phosphorylée va alors se détacher des 
points d’adhésion focaux et être transloquée au noyau pour y induire des gènes 







































4. Les artères intrapulmonaires et la vasoconstriction hypoxique 
Une fine régulation de l’état contractile des AIP, que ce soit via leur contraction par 
les CML ou leur relaxation par l’endothélium, permettra d’adapter la réoxygénation du sang 
en fonction des besoins physiologiques. Ce sont des artères de distensiblité et de 
recrutement, le plus souvent dans un état dilaté ce qui permet une meilleure surface 
d’échange au niveau des alvéoles. 
Contrairement à la circulation systémique, une hypoxie aigüe induit la contraction 
des AIP, c’est ce que l’on appelle la vasoconstriction hypoxique. Lors de l’hypoxie, la pression 
partielle en O2 va chuter dans les alvéoles. Ainsi, ces alvéoles ne seront pas de bonnes zones 
d’échanges gazeux avec les capillaires. L’hypoxie alvéolaire se transmet au niveau des CE 
capillaires sous-jacentes et remonte via les CE jusque dans les artérioles qui se contractent 
(Figure 16). Cette vasoconstriction hypoxique va permettre de diminuer l’irrigation dans les 
alvéoles peu oxygénées et de la rediriger vers celles qui ne sont pas en hypoxie afin de 
conserver le rapport ventilation/perfusion égal à 1 au niveau du poumon7. De nombreux 
mécanismes ont été décrits dans la mise en place de cette vasoconstriction hypoxique, 
notamment via une action directe de l’hypoxie sur les CML (inhibition de canaux K+, 
Figure 15 : Mécanismes de sécrétion du facteur de von Willebrand (vWF) à la suite de 


























augmentation de la [Ca2+]i par les CCDV et les réserves calciques intracellulaire)156, 157. La 
Figure 16 présente les résultats d’une étude récente qui intègre à la fois la zone d’échanges 























5. Les cavéoles 
Comme nous l’avons vu précédemment, les forces d’étirement générées par la 
pression et le flux du sang sont importantes pour réguler l’état contractile des artères. Mais 
avant d’activer les SAC, les forces mécaniques ont d’abord une action sur la membrane 
plasmique. Cette dernière est une structure dynamique. Composée principalement de 
phospholipides, elle est une barrière entre le milieu intracellulaire et extracellulaire mais 
également une structure qui contient des protéines impliquées dans la signalisation 
cellulaire. Cependant, la membrane plasmique n’est pas homogène, sa fluidité dépendant de 
sa composition en lipides et de sa structure. C’est ainsi que certaines protéines et lipides 
peuvent être regroupés au sein de microdomaines membranaires appelés radeaux lipidiques 
(« lipid rafts »). Ces derniers forment des portions de la membrane plasmique moins fluides, 
enrichies en cholestérol et sphingolipides notamment.  
Figure 16 : Mécanisme de la vasoconstriction hypoxique. Au niveau de la barrière 
alvéolocapillaire, l’hypoxie est ressentie au niveau des cellules endothéliales 
capillaires où elle induit la fermeture des KV, entraînant une dépolarisation de la 
membrane plasmique. Cette dépolarisation se déplace de proche en proche à travers 
les CE jusqu’aux artérioles où elle active des CCDV. L’entrée de Ca2+ qui s’ensuit 
entraine une production d’EETs qui diffusent jusque dans les CML sous-jacentes, 

























Les cavéoles sont des invaginations de la membrane plasmique de 50 à 100 nm de 
diamètre. Observées pour la première fois en 1953 au niveau des cellules endothéliales158, 
elles forment des microdomaines lipidiques riches en cholestérol, en sphingolipides et en 
une protéine : la cavéoline. Ces trois éléments réunis au sein de la membrane plasmique 
permettent la formation de « petites caves » en forme de Ʊ : les cavéoles (Figure 17B). 
Parmi les radeaux lipidiques, il convient de différencier ceux qui contiennent la cavéoline et 
ont une forme de Ʊ et les autres qui n’en contiennent pas et dont la membrane est plate159. 
Au niveau de la membrane, la présence de cavéoles, conjuguée au cholestérol, diminue la 
fluidité de la membrane160. 
A. La cavéoline : la protéine qui structure les cavéoles 
a) Synthèse de la cavéoline et formation des cavéoles 
La cavéoline (Cav) est une protéine d’environ 22 kDa exprimée au niveau des 
membranes des cellules. Ce sont des protéines semi-transmembranaires enchâssées au 
niveau de la face cytoplasmique de la bicouche lipidique grâce à une hélice α en épingle159 et 
dont les deux extrémités C- et N-terminales sont cytoplasmiques12 (Figure 17A). Les Cav sont 
synthétisées au niveau du réticulum endoplasmique où elles commencent à s’oligomériser 
entre elles pouvant former des complexes >400 kDa. Cette oligomérisation, stabilisée dans le 
Golgi grâce à la liaison du cholestérol au niveau d’un motif consensus (VTKYWFYR)161, est 
importante pour l’incorporation de la cavéoline dans les radeaux lipidiques de la membrane 
plasmique162. Une cavéoline peut  fixer 1 à 2 molécules de cholestérol163. Des études ont 
estimé qu’une cavéole contenait environ 144 ± 39 Cav164 et plus de 20 000 molécules de 
cholestérol165. De ce fait, des agents hypocholestérolémiants sont couramment utilisés pour 
détruire les cavéoles166. Le plus connu est la méthyl-β-cyclodextrine (MβCD) qui, en se 
combinant au cholestérol, le retire des membranes cellulaires167, 168. En l’absence de 
cholestérol dans les membranes, la cavéoline ne peut plus s’assembler en multimères, il en 
résulte une disparition des cavéoles au niveau de la membrane plasmique. 
Une fois parvenue au niveau de la membrane plasmique, d’autres protéines, comme 
cavin, stabilisent le complexe pour former la cavéole169. La cavéoline peut également 
interagir avec de nombreuses protéines, telles que des récepteurs, des canaux, la eNOS, 



























i. Les isoformes de cavéoline  
Il existe trois isoformes de Cav : la cavéoline-1 (Cav-1), la cavéoline-2 (Cav-2) et la 
cavéoline-3 (Cav-3). La Cav-1 est épissée en deux ARNm : Cav-1α et Cav-1β. L’isotype α 
contient les résidus 1 à 178 alors que l’isotype β contient les résidus 32 à 178, il est donc plus 
petit d’environ 3 kDa170. L’isotype β est plus exprimée en profondeur dans les cellules alors 
que l’isotype α est à la fois exprimé à la surface et en profondeur171. La Cav-2 possède un 
isotype α, qui se subdivise en deux sous-isotypes : β et γ172.  
Étonnamment, même si les trois isoformes de Cav sont exprimées dans un même 
tissu, une souris KO pour la Cav-1 suffit à ne plus avoir de cavéoles au niveau de la 
membrane plasmique (sauf au niveau du muscle squelettique où Cav-3 est suffisante pour 
induire la formation de cavéoles dans ce tissu, spécifiquement). Par contre, la souris KO pour 
Cav-2 présente encore des cavéoles alors que la protéine n’est plus exprimée et que Cav-1 
est présente172. Ainsi, dans les CML, Cav-1 est l’isoforme majeure impliquée dans la 










Figure 17 : les cavéoles. A. structure d’une cavéole au niveau de la membrane 
plasmique avec les sphingolipides, le cholestérol et la cavéoline. Inspiré de 12. B. 





plus, seule Cav-1 est capable de former les oligomères nécessaires à la formation des 
cavéoles, contrairement à Cav-2 qui n’en est pas capable mais peut en former avec la Cav-
1170.  
ii. Les souris KO pour la cavéoline 
Les souris KO pour la Cav-1 sont viables et fertiles. Cependant, elles sont 
complètement dépourvues de cavéoles sauf dans les tissus exprimant la Cav-3 comme le 
muscle squelettique. Avec cette perte de cavéoles, ces souris KO présentent de nombreuses 
anomalies phénotypiques : une diminution de leur durée de vie et de leurs capacités 
physiques. Le tissu exprimant le plus de Cav-1 étant le poumon, ce n’est pas étonnant de 
retrouver de nombreux désordres pulmonaires chez les souris Cav-1-/-. Ces souris présentent 
une hyperprolifération des cellules du parenchyme pulmonaire qui se caractérise par une 
réduction de l’épaisseur de la paroi alvéolaire, une fibrose pulmonaire et une hyperplasie 
endothéliale173. De plus, ces souris présentent une altération de la production de NO 
conduisant à une hypertension pulmonaire174. Elles développent également une 
cardiomyopathie et présentent un profil lipidique anormal : un taux sérique de cholestérol, 
de triglycérides et d’acides gras plus élevé175. 
iii. Les cavéolines intracellulaires dans le trafic cellulaire 
Bien que les cavéolines aient été à l’origine décrites comme ayant une importance 
dans la structure des cavéoles de la membrane plasmique, des études récentes commencent 
à montrer le rôle de la cavéoline indépendamment des cavéoles et notamment au niveau 
des les organites intracellulaires : vésicules d’endocytose et d’exocytose, réticulum 
endoplasmique, appareil de Golgi, mitochondries, noyau, endosomes, cavéosomes (fusion 
entre cavéoles et endosomes tardifs, riches en cavéoline12), lysosomes et gouttelettes 
lipidiques. Le rôle des cavéolines dans ces différents compartiments cellulaires est encore 
peu connu. La cavéoline permettrait de transférer le cholestérol d’un compartiment à 
l’autre, comme du réticulum à la mitochondrie. Ainsi, lorsque la membrane interne 
mitochondriale est riche en cholestérol et cavéoline, sa fluidité est réduite, engendrant des 
modifications dans l’activité de la chaine respiratoire mitochondriale, la production de ROS 
et dans sa charge calcique. Dans les tissus à fort métabolisme énergétique, comme les 
myocytes cardiaques, une membrane plus fluide entraine une augmentation de l’activité de 
la chaine respiratoire mitochondriale et de la production de ROS. Ainsi, un enrichissement en 
cavéoline et cholestérol mitochondrial serait cardioprotecteur176. 
B. Les cavéoles comme réserve calcique 
Une étude a montré qu’en l’absence de Ca2+ extracellulaire, des CML bronchiques se 
contractent toujours en réponse au carbachol177. Le carbachol induirait une réponse calcique 
depuis deux réserves : le Ca2+ du réticulum et le Ca2+ contenu dans des domaines 






seraient des réserves calciques. Les auteurs postulent que la source de ce Ca2+ extracellulaire 
serait localisée dans des cavéoles et que le réticulum sous-membranaire le recyclerait178. En 
1974, Popescu décrit pour la première fois, en microscopie électronique, dans des CML du 
muscle taenia coli du colon de cochon d’Inde, une accumulation importante d’ions Ca2+ au 
niveau de cavéoles179. Un an plus tard, ces cavéoles riches en Ca2+ ont été observées dans 
des CML d’AIP de rats et de cochon178, 180. Dès lors, les cavéoles peuvent être considérées 
comme une réserve de Ca2+ à part entière pour les cellules, au même titre que le réticulum 
par exemple178.  
C. Cavéoles et mécanotransduction 
Du fait de leur présence au niveau de la membrane plasmique, les cavéoles 
joueraient un rôle important dans la mécanotransduction, plus particulièrement en régulant 
la surface de la membrane plasmique.  
a) Flux et cavéoles 
Les cellules endothéliales sont soumises aux forces de cisaillement et la présence de 
cavéoles y est très importante. Une exposition chronique à un flux induit une augmentation 
du nombre de cavéoles au niveau de la membrane des CE, notamment grâce à une 
translocation de la Cav-1 du Golgi à la membrane plasmique181-183. De plus, comme nous 
l’avons vu dans le chapitre sur l’endothélium (en page 23), le flux a un effet sur la fluidité des 
cavéoles et la sécrétion d’agents vasodilatateurs comme l’ATP ou le NO. En effet, le couplage 
entre le flux et l’activation de la eNOS requiert la Cav-1 et une levée de son inhibition146, 183. 
b) Etirement et cavéoles 
Comment la cavéole peut-elle être impliquée dans la sensation d’étirement et quel 
est l’impact d’un étirement sur la structure des cavéoles ? Des études récentes ont montré 
que les cavéoles seraient des réserves de membrane impliquées dans la réponse à 
l’étirement 16, 184-186. Les cavéoles serviraient de tampon pour amortir les forces d’étirement 
reçues par les cellules. Un choc osmotique entraine une entrée d’eau et un gonflement de la 
cellule, de même qu’un étirement en augmente la taille. Comment une cellule peut-elle être 
capable d’augmenter sa taille sans qu’il y ait de rupture de sa membrane plasmique ? Afin de 
pouvoir supporter ce changement brutal de morphologie, la cellule disposerait de réserves 
de membrane plasmique : les cavéoles. Deux hypothèses sont formulées, l’une n’excluant 
par l’autre. La première est qu’un étirement conduit à augmenter la surface de la cellule par 
l’insertion de nouveaux lipides au niveau de la membrane plasmique187. Des cavéoles sous-
membranaires fusionneraient avec la membrane plasmique et permettraient d’apporter une 
réserve de membrane supplémentaire184 (Figure 18). 
La seconde hypothèse est que les cavéoles déjà présentes au niveau de la membrane 
se déplieraient en réponse à l’étirement, ce qui augmenterait la surface de la membrane, 




empêcher la rupture de la cellule en cas d’étirement186, 188. Cette déformation de la cavéole 
est réversible puisque, à l’arrêt de l’étirement, la cavéole se reforme185. Cependant, le fait 
que l’étirement déplie les cavéoles est un phénomène passif, sans l’intervention du 
cytosquelette. Par contre, le réassemblage de nouvelles cavéoles en Ʊ nécessite l’ATP, 
l’actine185 et la protéine Cavin185, 186. De plus, le dépliage des cavéoles en réponse à 
l’étirement provoquerait un déplacement  des filaments d’actine liés à la cavéoline16 (Figure 
18). 
c) Ce mécanisme est-il présent dans les artères ? 
Peu d’études ont montré l’impact d’une augmentation de pression ou l’étirement 
d’une artère sur la structure des cavéoles. Des études ont cependant été réalisées sur les 
artérioles et capillaires irriguant le muscle de la patte de rat. Dans les capillaires, une 
augmentation de la pression induit une disparition des cavéoles dans les CE189. Au niveau des 
artérioles de ce muscle, le tonus myogénique est altéré en présence de MβCD190. De plus, le 
tonus myogénique est réduit dans les artères cérébrales128 et mésentériques191 des souris 
KO pour la Cav-1. Par ailleurs, au niveau des CML d’aorte de rat, un étirement chronique 
entraine une redistribution de la Cav-1 à la membrane plasmique, au niveau des points 
d’adhésion focaux192. Ceci montre un rôle important des cavéoles dans la 
mécanotransduction des artères systémiques.  
d) Cavéoles et SAC 
Si l’étirement a un effet sur les cavéoles et la plasticité de la membrane plasmique, 
cela devrait avoir un impact sur l’activité des SAC. Cependant, peu d’études ont montré un 
lien direct entre les SAC et les cavéoles. Certaines suggèrent qu’une déplétion des cavéoles 
par de la MβCD diminue l’activité des SAC via un réarrangement du cytosquelette d’actine43. 
En effet, l’effet de la MβCD sur l’activité des SAC est contrebalancé lorsque le cytosquelette 
d’actine est désorganisé (par de la cytochalasine D) dans des cellules leucémiques43. 
L’hypothèse serait que lorsque la membrane est plate, le cytosquelette sous la membrane se 
réarrange et la maintient dans un état plus rigide, ce qui empêche les SAC de s’activer en 
réponse à l’étirement46. Les cavéoles permettraient de maintenir les SAC dans une 
membrane à la plasticité modulable. Dans le même ordre d’idée, l’activation des canaux 
TRPC6 par l’étirement nécessite leur présence au niveau de cavéoles193. Cependant, dans le 
muscle squelettique, l’hypothèse est l’inverse : en présence de MβCD, la membrane est plus 
fluide car elle n’a plus de cholestérol. Elle est donc plus sensible à la pression et à 
l’étirement, l’activité des SAC est donc augmentée194. Les cavéoles formeraient des zones de 
protection des SAC qui se retrouvent exposés à l’étirement lors d’une trop forte contrainte 























D. Expression de la cavéoline dans les CML d’AIP  
La Cav-1 et la Cav-2 sont exprimées dans les AIP. Cependant, leur distribution et plus 
particulièrement la présence de cavéoles dans les CML d’AIP est controversée dans la 
littérature195. En effet, de nombreux articles montrent par des marquages en 
immunofluorescence sur des coupes de poumon que la Cav-1 est uniquement exprimée 
dans les CE mais n’est pas présente dans les CML, que ce soit chez le rat ou chez l’humain2, 
196-203. Néanmoins, quelques articles montrent, par microscopie électronique, la présence de 
cavéoles dans les CML d’AIP5, 180, 204-207. Ces cavéoles contiendraient d’ailleurs de 
nombreuses protéines impliquées dans l’homéostasie calcique telles que des SERCA, PMCA, 




Figure 18 : Effet de l’étirement sur les cavéoles. Un étirement provoquerait soit la fusion 
de cavéoles sous-membranaires avec la membrane plasmique, soit le dépliement des 
cavéoles du à la dissociation de la protéine Cavin des cavéoles. Suite à cela, les SAC 
pourraient être activés, provoquant une entrée du Ca2+ concentré dans les cavéoles. Le 

























 Comme on peut l’observer dans la Figure 19B, les cavéoles sont situées proche du 
réticulum endoplasmique qui est l’une des réserves calciques intracellulaires les plus 
importantes. Dans les CML d’AIP, si le Ca2+ qui transite par les SAC contribue sans aucun 
doute à l’augmentation de la [Ca2+]I observée après un étirement, ce Ca2+ est-il pour autant 
suffisant pour participer à la contractilité des CML ? Autrement dit, n’existerait-il pas des 
mécanismes d’amplification du signal calcique via le Ca2+ présent dans les réserves calciques 
intracellulaires ?   
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Figure 19 : Expression de la cavéoline-1 dans les artères intrapulmonaires. A. Expression 
de la cavéoline-1 au niveau de l’endothélium d’une coupe d’artère pulmonaire humaine2. 
B. Présence de cavéoles au niveau d’une CML d’AIP (flèches) en microscopie 






Les réserves calciques intracellulaires 
Le Ca2+ est un messager cellulaire extrêmement important pour la transduction de 
signaux intra et extracellulaires. L’augmentation de la [Ca2+]i est hautement régulée afin 
d’activer des voies de signalisation adaptées aux stimuli reçus par les cellules. Pour maintenir 
l’homéostasie calcique, le Ca2+ est rapidement tamponné par des protéines cytoplasmiques 
et/ou par les organites intracellulaires (réticulum endoplasmique, mitochondries, 
lysosomes). De ce fait, afin d’assurer une propagation contrôlée des signaux calciques à 
travers les cellules, une fine coordination entre la libération du Ca2+ et les systèmes tampons 
est nécessaire. Les cibles du Ca2+ doivent être positionnées dans les cellules à des 
emplacements stratégiques impliqués dans la signalisation calcique208, 209. Dans cette partie 
seront détaillés les différentes réserves calciques intracellulaires, leur mode de 
fonctionnement et leur rôle dans la régulation spatio-temporelle de la [Ca2+]i. 
1. Le Ca2+ du réticulum endoplasmique 
Le réticulum endoplasmique (RE), aussi appelé réticulum sarcoplasmique (RS) dans 
les cellules musculaires, forme un réseau continu de tubules au sein des cellules. On 
distingue le RE rugueux où s’effectue la synthèse des protéines grâce aux ribosomes qui lui 
sont associés ; du RE lisse, où les protéines subissent des modifications post-
transcriptionnelles. Le RE/RS est considéré comme la principale réserve de Ca2+ d’une cellule. 
Il intervient à la fois en tant que réserve calcique mobilisable et comme tampon du Ca2+ 
cytosolique pour maintenir une [Ca2+]i de l’ordre de 100 nM. Lorsqu’il est impliqué dans la 
libération de Ca2+, il permet soit une augmentation locale de la [Ca2+]i, soit d’amplifier des 
signaux calciques cellulaires afin de les propager à travers la cellule. Cependant, même si le 
RE/RS est un compartiment continu, on peut distinguer au sein d’une même cellule 
différentes réserves calciques indépendantes. Leur mobilisation permet aux cellules de créer 
des dynamiques calciques cellulaires précises et adaptées aux différents stimuli. Cette 
hétérogénéité des stocks calciques dans un même organite continu est due à une 
distribution spatiale précise et hétérogène des canaux et pompes calciques impliqués dans 
l’homéostasie calcique du RE/RS210, 211. Parmi les canaux permettant la sortie de Ca2+ du 
RE/RS, on retrouve principalement les récepteurs à la ryanodine (RyR) et les récepteurs à 
l’IP3 (IP3R). Les pompes Ca2+ ATPases du RE/RS (sarco/endoplasmic reticulum Ca2+ ATPase = 
SERCA) permettent quant à elles de recharger le RE/RS en Ca2+. 
A. Les récepteurs à la ryanodine (RyR) 
a) Structure et fonction des RyR 
Les récepteurs à la ryanodine (RyR) sont des récepteurs ancrés à la membrane du 




plus volumineux avec un poids moléculaire avoisinant les 2,2 MDa (chaque sous-unité du 
tétramère faisant environ 565 kDa), 270 Å de largeur et 115 Å de hauteur (Figure 20C). Ils 
permettent de libérer des ions tels que le Ca2+ depuis la lumière du RE/RS vers le cytosol. Le 
pore du canal se situe dans la région membranaire du RyR qui représente 1/5ème de la taille 
totale du canal13, 212-214.  
La partie cytosolique du RyR est appelée « le pied » (Figure 20A). Ce dernier se 
compose de plusieurs sous-domaines : une région « pince » aux extrémités, des régions 
« bras » et « centrale », ainsi que la région « colonne » qui permet l’ancrage de la partie 
cytosolique à la partie membranaire du canal. La région « pince » subit le plus de 
changements conformationnels lors de l’ouverture/fermeture du RyR (Figure 20D). Ces 
changements permettent l’ouverture de l’intérieur du canal et ainsi facilite le passage du 
Ca2+ (Figure 20B). C’est également au niveau de cette région que se fixent différentes 
protéines et ions régulateurs tels que le Ca2+, le Mg2+, la FK506-binding protein 12 (FKBP12), 
la CaM, la PKA, les ROS,… (Figure 21B)13, 17, 212, 214.  
b) Les différentes isoformes de RyR 
Il existe trois isoformes de RyR chez les mammifères : RyR1, RyR2 et RyR3 dont la 
structure diffère majoritairement au niveau de la région « pince ». Chacune de ces isoformes 
est codée par un gène différent mais présentent 65% d’identité de séquence13, 212. 
Ces canaux se retrouvent dans de nombreux types cellulaires, tels que le cœur, le 
cerveau, le muscle squelettique ou de nombreux muscles lisses. En fonction des tissus, 
l’expression d’une ou plusieurs isoformes de RyR est retrouvée. Au niveau du muscle 
squelettique, on retrouve RyR1 au niveau de la jonction entre la membrane plasmique et la 
partie terminale du RS. Il interagit physiquement avec les CCDV CaV1.1 formant le couplage 
excitation-contraction au niveau musculaire212.  
Au niveau du cœur, l’isoforme prédominante est RyR2. Ces derniers sont localisés 
dans le RS proche des tubules T, où ils sont associés aux CCDV Cav1.2 cardiaques. Toutefois, 
c’est l’entrée de Ca2+ par le CaV1.2 à la suite d’une dépolarisation qui active à son tour le 
RyR2 sous-jacent, provoquant une amplification du signal calcique212. 
RyR3 a été tout d’abord montré comme exprimé au niveau de différentes régions du 
cerveau et du diaphragme. Cependant, ce tissu n’exprime pas cette isoforme uniquement et 






























c) La régulation des RyR 
i. Le Ca2+ : un activateur et un inhibiteur des RyR 
L’activité des RyR est régulée par différents mécanismes. Le principal modulateur des 
RyR est le Ca2+ lui-même, à la fois le Ca2+ du cytosol et le Ca2+ du RE/RS. Son action est 
complexe : il est activateur, inhibiteur et il est l’ion conduit à travers le canal. Le mécanisme 
d’activation des RyR par le Ca2+ est décrit comme « en cloche », rendant le système auto-
régulateur. De 0 à 100 µM, le Ca2+ cytoplasmique augmente la probabilité d’ouverture du 


















Figure 20 : Structure des récepteurs à la ryanodine. A et C. Structure en cryo-
électromicroscopie en vue de dessus (A) et en vue latérale (C) d’un RyR assemblé en 
tétramère13. Chaque tétramère se compose de 4 parties : une région dite « pince » aux 
extrémités (en rouge), une région « bras » entre les extrémités de deux monomères 
(en jaune), une région « centrale » (en violet) et la « colonne » qui ancre le « pied » 
cytosolique à la membrane du réticulum endoplasmique (RE). B. Représentation des 
états fermé et ouvert du RyR par le rapprochement des hélices α au niveau de la 
région centrale du RyR. La barre d’échelle représente 10 Å17. D. Mouvements 





active un RyR, ce dernier libère du Ca2+ du RE/RS vers le cytoplasme, un mécanisme appelé 
CICR pour « calcium-induced calcium release ». Lorsque du Ca2+ sort du RE/RS, la [Ca2+]RE/RS 
diminue localement ce qui diminue l’activation du canal par le Ca2+ du réticulum, il 
s’inactive215, 216.  
De cette manière, si les RyR sont isolés dans la cellule, le Ca2+ n’est libéré que localement 
dans le cytoplasme, c’est ce que l’on appelle un « spark » en anglais. Par contre, si de 
nombreux RyR sont situés les uns à côté des autres, ils peuvent s’activer mutuellement, 
provoquant une vague calcique à travers la cellule, jusqu’à ce que la [Ca2+]i s’élève et la 
















De plus, toutes les isoformes de RyR ne possèdent pas la même sensibilité au Ca2+ : 
RyR2 est plus sensible au Ca2+ que RyR3 qui est lui-même plus sensible que RyR1 
(RyR2>RyR3>RyR1)217. Par exemple, la probabilité d’ouverture de RyR1 est augmentée 
d’environ 10 fois lorsque la [Ca2+]i passe de 1 de 100 µM218. 
Figure 21 : A. Lorsque certains RyR isolés font sortir du Ca2+ vers le cytoplasme, le Ca2+ 
est libéré localement, sous forme de « blip » ou « spark ». Lorsque le Ca2+ active les 
RyR avoisinant, une vague calcique peut alors se produire dans la cellule. B. Structure 
en cryo-électromicroscopie d’un RyR (EMBD code 1275)13. 
Activateurs :
Ca2+, CaM, ADPRc, ryanodine, caféine, 
4-CmC, PKA, homer, NO, halothane, 
ATP, Impératoxine, S100A1
Inhibiteurs :
Ca2+, CaM, ryanodine, dantrolène, 
FKBP12/12.6, Mg2+, homer, natrin, rouge de 




















ii. Les activateurs des RyR 
Physiologiquement, un autre activateur des RyR est l’ADP ribose cyclique (ADPRc) 
produit par le coenzyme membranaire CD38, même si son action directe sur les RyR est 
controversée218. Un activateur exogène des RyR est la caféine qui augmente leur probabilité 
d’ouverture de façon concentration-dépendante (Figure 22C). La caféine augmente la 
sensibilité du RyR au Ca2+ du RE/RS en diminuant le seuil d’activation du RyR par le Ca2+ du 


































































Figure 22 : Probabilité d’ouverture des RyR en présence de différentes concentrations 
de CaCl2 (A), ryanodine (B) ou caféine (C). D. Activité de RyR1, RyR2 et RyR3 en absence 




iii. Les inhibiteurs des RyR 
Le Mg2+, par compétition avec le Ca2+, est un inhibiteur des RyR. Des protéines 
régulatrices telles que le FKBP12 (pour RyR1) ou FKBP12.6 (pour RyR2) stabilisent le RyR 
dans un état fermé. La ryanodine, un alcaloïde végétal qui a donné son nom au récepteur, se 
lie sur le canal à l’état actif pour de faibles concentrations (de 0 à 10 µM), augmentant sa 
conductance et donc sa perméabilité au Ca2+. Par contre, à de fortes concentrations (de 50 à 
100 µM), le canal s’inhibe et ne laisse plus transiter le Ca2+ (Figure 22B). Le dantrolène, un 
médicament utilisé dans l’hyperthermie maligne, inhibe sélectivement RyR1 et RyR3, sans 
inhiber RyR2 (Figure 22D)14, 219. Le dantrolène permet donc d’inhiber l’activité contractile des 
muscles striés sans toucher le muscle cardiaque. La liste des différents inhibiteurs et 
activateurs est présentée en Figure 21B13. 
d) Les souris KO des RyR 
Chaque gène codant pour une isoforme de RyR a été invalidé chez la souris (souris 
KO). Cependant, seules les souris KO pour RyR3 sont viables mais présentent certains 
problèmes de sociabilité220, 221. Les KO RyR1 meurent en périnatal en raison d’une 
insuffisance respiratoire222 et les KO RyR2 meurent précocement durant le développement 
embryonnaire en raison d’une défaillance cardiaque223. 
e) Les pathologies associées aux RyR 
Plus de 300 mutations de RyR sont associées à des pathologies humaines. Ces 
mutations se situent pour la plupart au niveau de la région centrale du canal. Ce sont des 
mutations gain de fonction qui augmentent le seuil de sensibilité du RyR. Par exemple, des 
mutations activatrices de RyR1 sont associées à l’hyperthermie maligne (une pathologie 
associée à un désordre pharmacogénétique avec une hausse rapide de la température 
corporelle et une rigidité musculaire). Le dantrolène (DT), un dérivé de l’hydantoïne, est 
utilisé lors d’épisodes d’hyperthermie maligne depuis les années 1970 et a permis de 
diminuer le taux de mortalité de 80% à 5% en inhibant RyR1212. Des mutations de RyR2 se 
retrouvent dans des pathologies associées à des arythmies cardiaques au cours desquelles le 
canal est là aussi suractivé au niveau des ventricules13.   
B. Les récepteurs à l’IP3 
Les récepteurs à l’IP3 (IP3R) présentent de fortes homologies avec les RyR, tant par 
leur structure que par leur fonction214. Ces protéines du RE/RS forment des homotétramères 
de 1,3 MDa (chaque sous-unité du tétramère faisant environ 305 kDa) et laissent transiter du 
Ca2+ depuis le RE/RS vers le cytoplasme. Trois isoformes de IP3R ont été identifiées (IP3R1, 2 
et 3) et les isoformes 1 et 3 sont majoritairement exprimées dans les CML. Les IP3R2 y sont 






Les IP3R sont activés par de l’inositol 1,4,5-triphosphate (IP3), d’où leur nom. L’IP3 est 
produit lors de l’activation de nombreux récepteurs membranaires couplés à des protéines 
Gq/11. L’activation de la protéine Gq/11 active la phospholipase C β (PLCβ) qui clive le PIP2 en 
IP3 et diacylglycérol (DAG). La PLCγ peut également produire de l’IP3 lorsqu’elle est activée 
par une kinase comme Src225. L’IP3 a la capacité de se fixer au niveau de la partie N-terminale 
















Par ailleurs, tout comme les RyR, les IP3R sont également sensibles au Ca2+. Cette 
sensibilité au Ca2+ présente une forme en cloche, c'est-à-dire que de faibles [Ca2+]i vont 
activer les IP3R alors que de fortes [Ca2+]i vont les inhiber. Les IP3R fonctionnent donc de 
concert avec les RyR, ils peuvent s’activer et s’inhiber mutuellement lorsqu’ils sont proches. 
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Figure 23 : A. Mécanisme de production d’IP3 par le clivage du PIP2 en IP3 et DAG par la 
phospholipase Cβ (PLCβ), à la suite de son activation par la fixation d’un ligand sur un 
récepteur couplé à une protéine Gq. B. Structure en cryo-électromicroscopie d’un R-IP3 




D’autres modulateurs de l’activité des IP3R existent, tels que l’ATP, les protéines 
FKBP12 ou RACK1 qui augmentent la probabilité d’ouverture induite par l’IP3 ou encore des 
modifications du pH cytoplasmique (chaque isoforme de IP3R n’étant pas sensible aux 
mêmes pH : IP3R1 sont plus sensibles à pH 6,8 et IP3R3 à pH 7,5). De façon endogène, le Ca2+, 
l’IP3, la PKA et la PKG sont des inhibiteurs des IP3R et de façon exogène, les IP3R peuvent être 
inhibés par la xestospongine C, le 2-APB ou l’héparine en intracellulaire (Figure 23B)224. 
 Enfin, les IP3R peuvent interagir avec d’autres protéines, telles que des canaux TRPC3 
ou TRPC6 de la membrane plasmique ou des canaux potassiques (BKCa), comme qu’il a été 
montré dans les CML d’artères cérébrales224, 226, 227. 
 
De nombreuses pathologies sont associées à des défauts de fonctionnement des IP3R. 
Au niveau vasculaire, les altérations de l’homéostasie calcique associée aux IP3R sont 
retrouvées dans l’hypertension systémique (notamment au niveau des artères cérébrales), 
l’athérosclérose et les complications vasculaires liées au diabète. Par exemple, on constate 
une plus forte [IP3]i et une plus forte affinité de l’IP3 pour ses récepteurs chez des modèles 
de rats asthmatiques ou chez des rats spontanément hypertendus. A l’inverse, l’expression 
et l’activité des IP3R sont réduites dans les CML aortiques lors de l’athérosclérose et du 
diabète. Des souris KO IP3R1 ne sont généralement pas viables et présentent des problèmes 
neurologiques lorsqu’elles survivent224. 
C. Les pompes SERCA (Sarco/Endoplasmic Reticulum Calcium ATPase) 
a) Structure et fonction des SERCA 
Les SERCA sont des pompes calciques présentes au niveau de la membrane du RE/RS. 
Elles permettent de recharger le RE/RS en Ca2+ grâce à l’énergie fournie par l’ATP. Lorsque 1 
ATP se fixe sur la pompe SERCA, celle-ci change de conformation en hydrolysant l’ATP en 
ADP + Pi. Ce changement permet une rotation des hélices α de la SERCA au niveau de la 
membrane, ce qui permet le passage de deux ions Ca2+ depuis le cytoplasme jusque dans la 
lumière du RE/RS. Cette entrée de charges positives est contrebalancée par un co-transport 
d’ions H+ vers le cytoplasme (Figure 24C)228.  
Il existe trois gènes codant pour différentes SERCA (SERCA1, 2 et 3) dont l’épissage 
donne lieu à différentes isoformes : SERCA 1a et 1b, SERCA2a, 2b et 2c et les SERCA3 allant 
de 3a à 3f (Figure 24A et B). Ce qui différencie les isoformes SERCA2a de SERCA2b est la 
partie C terminale de SERCA2a qui présente les acides aminés NYLEPAILE228, 229. 
b) Les propriétés des différentes SERCA 
En fonction des isoformes, la sensibilité au Ca2+ n’est pas la même. L’extrémité C-
terminale qui diffère entre les SERCA2 joue un rôle dans ces différences fonctionnelles : les 






SERCA2c. De la même façon, les SERCA2 ont une plus forte affinité pour le Ca2+ que les 
SERCA3. Autrement dit, les SERCA3 transportent le Ca2+ dans le RE pour de plus fortes 
concentrations cytoplasmiques que les SERCA2 (SERCA2b<2a<2c<3)230. Tous les tissus 
n’expriment pas les mêmes isoformes de SERCA. Les muscles squelettiques expriment  
surtout les pompes SERCA2a et SERCA1a (1b y étant exprimée à l’état embryonnaire où elle 
participe à la croissance des fibres musculaires)231, tandis que le cœur exprime surtout les 
isoformes SERCA2a, 2b, 2c, 3a, 3d et 3f228, 229. Dans les myocytes cardiaques, chaque 
isoforme présente une localisation particulière qui sous-tend une fonction précise, allant du 
couplage excitation/contraction à la transcription229. Quant aux SERCA3, elles sont 
exprimées au niveau du le cœur, des plaquettes232, des cellules β pancréatiques233, des 
cellules épithéliales bronchiques234, de l’aorte thoracique (CML et CE235)236 et dans des 























Structure génique Produits d’épissage Structure génique Produits d’épissageA. B.
C.
Figure 24 : A et B. Structure génique et après épissage des SERCA1 et SERCA2 (A) et des 
SERCA3 (B). C. Représentation 3D d’une pompe SERCA dans son état ouvert, laissant 




c) Les souris KO pour les SERCA 
Les souris KO pour SERCA1 présentent des hypercontractures des muscles 
squelettiques et du diaphragme, ainsi que des problèmes respiratoires conduisant à une 
mort précoce après la naissance. Sans compensation avec les autres SERCA, ceci montre le 
rôle primordial des SERCA1 dans le couplage excitation/contraction. Les souris KO où le gène 
SERCA2a a été invalidé et remplacé par celui de SERCA2b présentent des malformations 
cardiaques et un taux de mortalité à la naissance plus élevé de 40%, montrant l’importance 
de SERCA2a pour le développement et la fonction cardiaque. Les souris hétérozygotes pour 
SERCA2 ont une incidence de carcinome épidermoïde plus élevé à partir de 53 semaines, due 
à une diminution de l’activité des SERCA2. Quant aux souris KO pour SERCA3, elles ne 
présentent pas de phénotype particulier228. 
d) Les activateurs et les inhibiteurs des SERCA 
Le phospholamban (PLB) est une protéine régulatrice des SERCA qui interagit avec les 
SERCA1a, SERCA2a, SERCA2b mais pas avec les SERCA3. Lorsqu’il n’est pas phosphorylé, le 
PLB inhibe la pompe en diminuant son affinité pour le Ca2+ en se fixant au niveau de sa partie 
N-terminale cytosolique, séquence qui n’est pas présente sur les SERCA3228. Ainsi, des 
phosphatases, via leur action sur le PLB, vont augmenter l’activité de la pompe. Le NO, dans 
les CML a la capacité d’activer les SERCA2, un processus qui intervient dans la vasodilatation 
dépendante du NO car il permet la recapture du Ca2+ cytosolique dans les CML238. 
De façon exogène, plusieurs inhibiteurs sont couramment utilisés pour inhiber les 
SERCA et vider le RE en Ca2+. Le 2,5-di(t-butyl)hydroquinone (tBHQ) et le vanadate sont des 
inhibiteurs plus sélectifs des SERCA3 que des SERCA2230, 239. Pour les SERCA2, l’acide 
cyclopiazonique (CPA) inhibe plus sélectivement les SERCA2b et la thapsigargine (TG) les 
SERCA2a. La capacité du CPA et de la TG d’inhiber spécifiquement une isoforme de SERCA2 
dépend de leurs propriétés pharmacocinétiques respectives telles que leur sélectivité 
d’accès, l’environnement cytoplasmique local (pH et concentration en ATP), leur 
hydrophobicité et leur différence d’affinité pour chacune des isoformes240-245. Ainsi, alors 
qu’initialement, la TG et le CPA avaient été décrits indifféremment comme inhibiteurs des 
SERCA2a et 2b, plusieurs études récentes tendent à indiquer que chacune de ces molécules 
est capable d’inhiber une isoforme de SERCA2 et donc de vider des stocks calciques distincts. 
e) Les pathologies associées aux SERCA 
Des dysfonctions des pompes SERCA, dues à des mutations ou à des modifications 
d’expression de la pompe, sont associées à certaines pathologies cardiaques, musculaires et 
à certains cancers. Ces altérations touchent toutes les isoformes de SERCA et conduisent à 
des perturbations de l’homéostasie calcique. Des thérapies géniques chez l’homme sont 
actuellement en cours avec la réinsertion d’un gène codant pour une SERCA2a fonctionnelle 






D. Le système STIM/Orai pour la recharge du RE en Ca2+ 
Lorsque la [Ca2+]i n’est pas suffisante pour recharger le Ca2+ du RE/RS par les SERCA, 
les cellules ont la capacité de recruter le Ca2+ extracellulaire, grâce au système STIM et Orai. 
STIM est une protéine du RE/RS sensible à la [Ca2+]RE/RS grâce à un domaine EF (EF-hand). 
Lorsque la [Ca2+]RE/RS diminue sous un certain seuil, les protéines STIM se regroupent au 
niveau de la membrane du RE/RS et migrent vers la membrane plasmique. Une fois proches 
de la membrane, STIM interagissent avec les protéines Orai de la membrane plasmique. 
Cette interaction favorise l’entrée de Ca2+ depuis le milieu extracellulaire vers le RE/RS. Ce 
mécanisme est appelé SOCE pour « Store Operated Calcium Entry ». De plus, dans certaines 
cellules, Orai ne serait pas suffisante pour induire un courant SOC qui nécessiterait des 
canaux TRPC140, 108. 
2. Le Ca2+ mitochondrial 
Les mitochondries sont le siège de la production d’ATP cellulaire par la chaîne 
respiratoire mitochondriale. Toutefois, ces organites sont aussi importants en tant que 
réserve de Ca2+ pour les CML puisqu’elles ont la capacité de tamponner le Ca2+ cytosolique. 
Leur pouvoir tampon est 100 fois supérieur à celui du cytoplasme, rendant le système 
insaturable. Cependant, les mitochondries ont une faible affinité pour le Ca2+, c'est-à-dire 
qu’elles ont la capacité de tamponner le Ca2+ lorsque sa concentration est très élevée dans 
leur environnement proche. Ainsi, dans des CML natives, les mitochondries ne sont pas 
distribuées au hasard dans les cellules mais apparaissent proches des sites d’influx calciques 
où le Ca2+ augmente fortement de façon locale. Il est largement décrit que dans les cellules 
en culture, les mitochondries forment des réseaux dynamiques où la fusion et la fission sont 
importantes. Cependant, dans des CML natives, les mitochondries sont plus immobiles et de 
forme ovoïde, leur dynamique étant beaucoup plus réduite mais avec une localisation 
subcellulaire précise249. C’est ainsi que l’on retrouve les mitochondries associées au RE/RS 
(notamment proche des RyR et IP3R), dans des microdomaines très proches (30 nm), 
facilitant les échanges calciques entre ces deux organites250. Ainsi, la localisation des 
mitochondries représente un élément stratégique pour les cellules afin de réguler les 
dynamiques calciques cellulaires. 
Le Ca2+ entre dans la mitochondrie par le VDAC (voltage-dependent anion channel) 
de la membrane externe mitochondriale. Une fois le Ca2+ concentré dans l’espace 
intermembranaire, c’est l’uniport calcique mitochondrial (MCU) de la membrane interne qui 
prend le relais pour faciliter l’entrée de Ca2+ vers la matrice. Cette mécanique n’est possible 
qu’au niveau de zones où les membranes externe et interne sont proches, créant des ponts 
avec le cytosol ou avec le RE/RS. Dans la matrice, le Ca2+ se combine au phosphate         
([PO43-]m=5 mM) puis il est lentement exporté vers le cytosol par les transporteurs Na+/Ca2+ 



















3. Le Ca2+ des lysosomes 
A. Les lysosomes dans l’homéostasie calcique 
Les lysosomes sont des organites au pH acide. Impliqués entre autres dans la 
dégradation des protéines, les lysosomes apparaissent depuis quelques années comme des 
réserves calciques, pouvant à la fois libérer le Ca2+ dans le cytoplasme et le tamponner. La 
[Ca2+]lys est de l’ordre de 200 à 500 µM. 
 
Le Ca2+ des lysosomes peut être mobilisé grâce à un second messager cellulaire : le 
nicotinic acid adenine dinucleotide phosphate (NAADP)251. Ce dernier est considéré comme 
le messager cellulaire calcique le plus puissant puisqu’une augmentation de sa concentration 
cytoplasmique de l’ordre du nM augmente la [Ca2+]i de l’ordre du µM. Initialement 
découvert dans l’œuf d’oursin252, le NAADP est produit à partir de son précurseur le NADP+ 
par l’enzyme membranaire CD38253. Cette production par le CD38 nécessite un pH acide. Or, 
dans le cytoplasme, le pH est neutre (environ 7,2). Un microenvironnement plus acide, 
Figure 25 : Interaction entre Ca2+ du RE et mitochondrial. Le Ca2+ du RE/RS qui sort par 
des RyR ou R-IP3 peut être tamponné par des mitochondries à proximité. Le Ca2+ rejoint 
la matrice mitochondriale par le VDAC et par l’uniport calcique mitochondrial (MCU). Il 
peut être extrudé plus lentement de la mitochondrie via des échangeurs (Na+/Ca2+ ou 
H+/Ca2+). Le potentiel interne mitochondrial, très négatif, est maintenu grâce au gradient 





















autour du CD38, est donc nécessaire pour la production de NAADP. Certaines études 
montrent que la fixation d’un agoniste sur son récepteur entraîne la fusion d’endolysosomes 
avec des cavéoles, créant ce microenvironnement acide254. Dans les artères coronaires255 et 
pulmonaires18, 256, 257, l’ET-1, un agoniste vasoconstricteur (en page 50), a la capacité 
d’induire une production de NAADP, notamment au niveau des cavéoles258 (Figure 26A). La 
voie de signalisation de la production de NAADP par l’ET-1 dans l’artère pulmonaire est 
décrite en page 50. 
Au niveau des lysosomes, la cible du NAADP est plutôt controversée dans la 
littérature. Néanmoins, depuis 2009, les canaux TPC (two-pore channels) émergent comme 
étant la cible moléculaire du NAADP259.  
B. Les two-pore channels (TPC) 
Les TPC sont des canaux exclusivement exprimés dans les organites acides tels que 
les endosomes et les lysosomes. Ces canaux s’associent en dimères composés chacun de 
deux domaines à 6 segments transmembranaires et forment un pore fortement glycosylé 
pour mieux résister au milieu acide, laissant passer divers ions (Figure 26B). Il existe trois 
isoformes de TPC (TPC1, 2 et 3) mais seules les isoformes 1 et 2 sont présentes au niveau du 
génome humain et du génome de souris et de rats260. Les TPC1 et TPC2 présentent une 
distribution cellulaire différente. En effet, les TPC1 sont plutôt exprimés dans les endosomes 
précoces et les TPC2 dans les endosomes tardifs et les lysosomes259 (Figure 26C). Les TPC 
sont des canaux non sélectifs qui laissent transiter de nombreux ions tels que des H+, Na+, 
Ca2+, K+ 261, 262. Ainsi, le NAADP, en activant directement les TPC1, provoque une sortie de H+, 
puis de Na+ et de Ca2+ 261. Sur les TPC2, le NAADP induit une sortie de Na+ et de Ca2+, faisant 
des TPC2 les canaux majoritaires impliqués dans la signalisation calcique induite par le 
NAADP261. Malgré une forte controverse actuelle dans la littérature, le PI(4,5)P2 ne serait pas 
un agoniste direct des TPC mais potentialiserait la sortie de H+ et Na+ lorsque les TPC sont 
activés par le NAADP261-263. Le courant H+ interviendrait sur la régulation de l’activité des TPC 
par le pH lysosomal et le courant de Na+ aurait un rôle dépolarisant. Ces deux courants 
masqueraient le courant Ca2+, plus faible, mais au rôle dans la signalisation très important263. 
C. Couplage calcique entre lysosomes et RE/RS 
Si, au niveau des lysosomes, les canaux TPC2 semblent être impliqués dans la 
signalisation calcique induite par le NAADP, leur perméabilité au Ca2+ n’est pas 
prépondérente261. Il est donc nécessaire d’avoir un mécanisme d’amplification du signal 
calcique suite à la stimulation au NAADP. Les lysosomes étant des organites petits et 
sphéroïdes (~600 nm de diamètre), leur rôle dans la signalisation et l’homéostasie calcique 
ne peut s’effectuer que grâce à une sublocalisation cellulaire précise. Ainsi, dans des CML 
natives, les lysosomes s’organisent dans une zone périnucléaire18 où ils forment des 
nanojonctions de ~50 nm264, 265 avec RE/RS et plus particulièrement avec les RyR18, 210, 265. 




par un mécanisme de CICR ou par un couplage physique entre les TPC et les RyR (les deux 
































D. La recharge des lysosomes en Ca2+ 
La recharge des lysosomes en Ca2+ est assez peu connue. Certaines études montrent 
que les pompes SERCA3 seraient localisées préférentiellement au niveau des lysosomes dans 
les plaquettes266. La présence d’un échangeur Ca2+/H+ est également proposée263 même si 
elle n’a pas été montrée dans les lysosomes. Le Ca2+ peut également transiter directement 
des RyR ou des IP3R aux lysosomes par un système réverse. Au niveau des lysosomes, le pH 
Figure 26 : A. Le NAADP est produit dans un compartiment acide (comme une cavéole) 
à partir de NADP+ grâce au coenzyme membranaire, le CD38. Une fois dans la cellule, 
le NAADP peut activer les canaux TPC1 et TPC2 des compartiments endolysosomaux 
au pH acide. Les TPC1 laissent transiter des ions H+ >> K+ > Na+ ≥ Ca2+ et les TPC2 des 
ions Na+ > Ca2+. Le PI(4,5)P2 n’a pas d’action directe sur les TPC mais augmente leur 
perméabilité. Les lysosomes sont rechargés en H+ et en Ca2+ par la pompe V-H+-ATPase 
et par les pompes SERCA3, respectivement. B. Structure d’un TPC dimérisé avec la liste 
des inhibiteurs et des activateurs de ces canaux. C. Les TPC1 sont plus exprimés dans 
les endosomes précoces alors que les TPC2 sont plus exprimés dans les lysosomes au 
pH plus acide. 
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est régulé par la pompe V-H+-ATPase (vacuolar proton pump) faisant entrer des ions H+ dans 
la lumière lysosomale. Cette entrée de charges positives est généralement contrebalancée 
par une entrée de Cl- par des canaux CLC5 et 7, tout en maintenant un potentiel de la 
membrane interne positif (+20 mV)267.  
E. Les inhibiteurs des TPC 
Le Mg2+ et des phosphatases (mTORC1, JNK, P38) inhibent les TPC267. Des inhibiteurs 
exogènes ont également été développés : le ned-19, un composé à la structure similaire au 
NAADP, inhibe les TPC en s’y fixant de façon allostérique268, 269. Il est également possible 
d’inhiber indirectement le flux calcique par les TPC en détruisant les lysosomes, grâce au 
glycylphenylalanine 2-naphthylamide (GPN à 100 µM)270 ou à la bafilomycine A1 qui détruit 
le gradient de protons et engendre une vidange calcique des lysosomes. 
4. Les réserves calciques dans les CML d’AIP 
Les CML d’AIP ont une organisation subcellulaire des réserves calciques et des 
protéines impliquées dans les échanges calciques bien spécifique18, 240, 257, 271-273. Cette 
organisation qui sous-tend différentes voies de signalisation sera détaillée dans la partie 
résultats de la thèse. Chez le rat, on retrouve la présence des trois isoformes de RyR208, 271, 
272. La présence des IP3R n’a pas été montrée au niveau protéique dans les CML d’AIP 
cependant la présence des IP3R1 et IP3R3 a été observée en immunofluorescence274. Les 
pompes SERCA2a et SERCA2b sont exprimées dans les AIP de rat alors que les SERCA1 ne le 
sont pas240. La présence des SERCA3 reste controversée : elles sont exprimées dans les CE 
d’AIP humaines237, ainsi que dans les AIP de rat au niveau de l’ARNm mais absentes au 
niveau protéique240. Les canaux TPC1 et TPC2 sont également exprimés dans les AIP de 
rat257.  
5. Les agonistes vasoconstricteurs 
A. La sérotonine ou 5-HT 
La sérotonine ou 5-hydroxytryptamine (5-HT) est un puissant agoniste 
vasoconstricteur. Elle est produite par les terminaisons nerveuses et les cellules 
entérochromaffines de la paroi intestinale et se retrouve ensuite stockée dans la circulation 
sanguine au niveau des plaquettes. Une faible quantité de 5-HT se retrouve libérée au 
niveau de la circulation pulmonaire. A ce niveau, la 5-HT agit au niveau des CML sur ses 
récepteurs 5-HT2A et 5-HT1B/D275. L’activation de ces récepteurs couplés aux protéines G 
induit une augmentation de la [Ca2+]i en deux phases : d’abord une phase transitoire due à la 
libération du Ca2+ depuis le réticulum endoplasmique (voie de l’IP3) puis une phase soutenue 
qui fait intervenir un influx de Ca2+ extracellulaire (CCDV de type L chez l’homme276 et canaux 




B. L’endothéline-1, un agoniste au centre des échanges calciques 
L’endothéline-1 (ET-1) est une hormone vasoconstrictrice. Elle est majoritairement 
produite par les cellules endothéliales où la Big-ET-1 est convertie en ET-1 grâce à l’enzyme 
de conversion de l’ET-1 (ECE)279. Sa sécrétion par la CE s’effectue en réponse à différents 
stimuli tels que l’étirement153, 280-283 ou l’hypoxie284. Comme le temps de production de l’ET-1 
est plus lent que sa vitesse de sécrétion, il existerait des réserves sous-membranaires d’ET-1 
qui serait rapidement sécrétée après un étirement282. L’ET-1 se fixe sur deux types de 
récepteurs : les R-ETA et R-ETB279. Les R-ETB sont majoritairement exprimés sur les CE alors 
que les CML expriment les R-ETA et les R-ETB279, 285-287. 
a) Effet de l’ET-1 sur les cellules musculaires lisses 
Au niveau des CML d’AIP de rats normaux, l’ET-1 induit une augmentation de la 
[Ca2+]i en se fixant à la fois sur les deux récepteurs288 même si l’ET-1 agit majoritairement via 
les R-ETB70, 288-290. De récentes études montrent que dans l’AIP, l’ET-1 induit une production 
de NAADP intracellulaire par le CD3814, 256, 257. Bien que le mécanisme n’ait pas été décrit  
dans l’AIP, plusieurs études montrent que les cavéoles sont nécessaires à la production de 
NAADP en réponse à l’ET-1, notamment par le récepteur R-ETB258, 291-293. Cette production de 
NAADP en réponse à l’ET-1 n’est pas un mécanisme exclusif à l’AIP puisqu’elle a aussi été 
montrée dans d’autres lits vasculaires255, 258, 294. Le NAADP augmente ensuite la [Ca2+]i256 via 
l’activation de canaux TPC des lysosomes261 situés en périnucléaire18. Puis, par un 
mécanisme de CICR, le Ca2+ des lysosomes active des RyR3 situés en périnucléaire, afin 
d’amplifier le signal calcique210, 240, 274, 295. Certaines études suggèrent également 
l’implication des IP3R dans la réponse calcique à l’ET-1257, 274, 296 probablement via une 
activation mutuelle entre les RyR et les IP3R274. Etant donné que les RyR et les IP3R 
présentent une auto-régulation par le Ca2+, l’ET-1 provoque des oscillations de la [Ca2+]i289. 
De plus, chez les rats normaux, la réponse à l’ET-1 ne fait pas intervenir le Ca2+ du milieu 
extracellulaire289, 297.  
Par ailleurs, Il est important de noter que la majorité des études suggérant une 
production directe d’IP3 en réponse à l’ET-1 le font via l’inhibiteur supposé de la PLC : le U-
73122. Or, le U-73122 a été décrit comme très largement non sélectif puisqu’il inhibe 
également les CCDV298, inhibe les pompes SERCA, active les RyR299 et serait même un 
activateur de la PLC300, rendant la production directe d’IP3 par l’ET-1 très incertaine. 
Enfin, dans une moindre mesure, l’ET-1 se fixe également sur ses récepteurs R-ETA 
des CML, induisant  une augmentation de la [Ca2+]i289 ainsi qu’une sensibilisation de 
l’appareil contractile au Ca2+ 301 (Figure 27).  
b) Effet de l’endothéline-1 sur les cellules endothéliales 
Au niveau des CE, l’ET-1 active de façon autocrine les R-ETB qui sont impliqués dans la 






vasodilatation induite par l’ET-1 via les R-ETB montre toute son importance chez des rats KO 


















Nous l’avons vu dans cette première partie, en conditions physiologiques, 
l’organisation intracellulaire des CML d’AIP est telle qu’elle leur permet d’avoir des réponses 
calciques adaptées aux différents stimuli, qu’ils soient mécaniques comme un étirement ou 
hormonaux comme l’endothéline-1. Ceci permet aux AIP d’adapter le tonus basal en 
conséquence. Mais qu’en est-il dans une condition pathologique telle que l’hypertension 

























Figure 27 : Voie de signalisation calcique de l’ET-1. A. Chez les rats normaux, l’ET-1  
en se fixant sur ses récepteurs R-ETB augmente le Ca2+ par une voie faisant 
intervenir le NAADP, les canaux TPC des lysosomes et les RyR3 situés en 
périnucléaire. En agissant sur les R-ETA, l’ET-1 sensibilise également l’appareil 





Dans les conditions physiologiques, la circulation pulmonaire est un système à basse 
pression et à faible résistance. La pression artérielle pulmonaire moyenne (PAPm) est de 
l’ordre de 14 mmHg au repos chez l’homme. Ces caractéristiques de la circulation 
pulmonaire permettent d’obtenir un apport constant de sang aux alvéoles pulmonaires pour 
assurer sa bonne réoxygénation. Cependant, dans des conditions physiopathologiques, telles 
que l’hypertension pulmonaire, une augmentation maintenue des résistances périphériques 
vasculaires conduit à une élévation de la PAPm au-delà de 25 mmHg au repos. Chez certains 
patients, cette pression peut s’élever jusqu’à sept fois la valeur basale, soit plus de 90 mmHg 
au repos306, 307. Dans de telles conditions, et pour maintenir une réoxygénation du sang 
correcte, le cœur augmente son travail afin de pallier à la résistance à l’écoulement des 
artères périphériques. Néanmoins, cette contrainte exercée sur le cœur conduit à une 
hypertrophie du ventricule droit puis à une insuffisance cardiaque et à la mort des 
patients204. La prévalence de l’hypertension pulmonaire en France est de 15 cas par million 
d’adultes avec 2,4 nouveaux cas par million d’adultes par an308. Même si les traitements 
actuels améliorent la survie des patients, environ 10% décèdent chaque année309 et les 
mécanismes physiopathologiques et intracellulaires impliqués dans la maladie restent 
encore mal connus. 
1. Classification des hypertensions pulmonaires 
Il existe plusieurs types d’hypertensions pulmonaires, classés en 5 grands groupes par 
l’Organisation Mondiale de la Santé (Tableau 1) : hypertension artérielle pulmonaire (groupe 
1), hypertension pulmonaire associée à une maladie du cœur gauche (groupe 2), 
hypertension pulmonaire due à une maladie pulmonaire ou à une hypoxie chronique 
(groupe 3), hypertension pulmonaire thromboembolitique chronique (groupe 4) et les 
hypertensions pulmonaires ayant des mécanismes multifactoriels incertains (groupe 5). Les 
hypertensions pulmonaires les plus courantes sont celles associées à une maladie du cœur 
(groupe 2) ou à une maladie respiratoire chronique (groupe 3)310.  
Dans cette classification, on distingue le terme de « Hypertension Pulmonaire » (HTP) 
qui regroupe toutes les hypertensions pulmonaires et le terme de « Hypertension Artérielle 
Pulmonaire » (HTAP) qui regroupe uniquement celles du groupe 1. 
1. Hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) 
1.1. Idiopathique 
1.2. Héritable 
1.2.1. Gène BMPR2 
1.2.2. Gènes ALK1, ENG, SMAD9, CAV1, KCNK3 






1.3. Induite par des toxines ou des médicaments 
1.4. Associée à : 
1.4.1. Une maladie du tissu conjonctif 
1.4.2. Une infection par le VIH 
1.4.3. Une hypertension portale 
1.4.4. Une cardiopathie congénitale 
1.4.5. Une schistosomiase 
 
1’. Maladie veino-occlusive pulmonaire et hémangiomatose capillaire pulmonaire 
 1’’. Hypertension pulmonaire persistante du nouveau-né 
 2. Hypertension pulmonaire associée à une maladie du cœur gauche 
2.1. Dysfonction systolique du ventricule gauche 
2.2. Dysfonction diastolique du ventricule gauche 
2.3. Maladies valvulaires 
2.4. Obstructions congénitales ou acquises au niveau du tract d’éjection ou de remplissage 
du ventricule gauche et cardiomyopathies congénitales 
 
3. Hypertension pulmonaire (HTP) due à une maladie pulmonaire ou à une hypoxie chronique 
3.1. Broncho-pneumopathie chronique obstructive (BPCO) 
3.2. Maladie pulmonaire interstitielle 
3.3. Autres maladies respiratoires avec un profil restrictif et obstructif mixte 
3.4. Troubles d’apnée du sommeil 
3.5. Hypoventilation alvéolaire 
3.6. Exposition chronique aux hautes altitudes 
3.7. Anomalies du développement pulmonaire 
 
4. Hypertension pulmonaire thromboembolitique chronique 
 5. Hypertension pulmonaire ayant des mécanismes multifactoriels incertains 
5.1. Troubles hématologiques : anémie hémolytique chronique, syndromes 
myéloprolifératifs, splénectomie 
5.2. Troubles systémiques : sarcoïdose, lymphangioléiomyomatose, histiocytose à cellules 
de Langerhans pulmonaires 
5.3. Troubles métaboliques : glycogénose, maladie de Gaucher, dysthyroïdies 
5.4. Divers : obstruction pulmonaire tumorale, médiastinite fibrosante, insuffisance rénale 
chronique, hypertension pulmonaire segmentaire 
 BMPR = bone morphogenic protein receptor type II ; CAV1 = cavéoline-1; ENG = endogline ; 
VIH = virus de l’immunodéficience humaine. 
Tableau 1 : Classification des Hypertensions Pulmonaires de Dana Point de 2008, modifiée 




A. L’hypertension artérielle pulmonaire du groupe 1 
a) HTAP héritable associée à une mutation génique 
80% des HTAP héritables sont associées à une mutation du gène BMPR2 et 5% une 
mutation du gène ALK1 ou ENG. Ces trois protéines appartiennent à la famille du facteur de 
croissance tumoral β (TGF-β). Récemment, d’autres gènes ont été identifiés comme associés 
à l’HTAP tels que CAV1, le gène qui code pour la cavéoline-1 et KCNK3 qui code pour un 
canal potassique. L’implication du gène CAV1 dans l’HTP sera détaillée en page 69. Ces 
mutations prédisposent au développement d’une HTAP. De plus, approximativement 20% 
des HTAP héritables n’ont pas de mutation connue310-312. 
b) HTAP associées à une drogue ou à une toxine 
De nombreuses toxines et médicaments ont été identifiés comme étant liés au 
développement d’une HTAP. La plupart sont des anorexigènes, tels que l’aminorex, la 
fenfluramine, le benfluorex et la dexfenfluramine. D’autres sont liés au métabolisme de la 
sérotonine tels que les inhibiteurs sélectifs de sa recapture. Parmi les toxines reliées à l’HTAP 
on retrouve aussi l’huile de colza. D’autres médicaments et toxines ont été rapportés 
comme impliqués dans le développement de l’HTAP mais dans de plus rares cas : les 
amphétamines (même famille chimique que les anorexigènes), les méthamphétamines, le L-
tryptophane et le dasatinib (un médicament anti-cancéreux)310. 
Enfin, des toxines et médicaments sont répertoriés comme possiblement impliqués 
dans le développement d’une HTAP, de par leurs mécanismes d’action similaires à ceux de 
molécules déjà reconnues : la cocaïne, la phénylpropanolamine (un médicament anti-rhume 
dont l’utilisation a été dérivée en anorexigène), le millepertuis, des agents de 
chimiothérapie, l’interféron α et β, ainsi que des dérivés d’amphétamines310. 
B. L’hypertension pulmonaire du groupe 3 due à une hypoxémie 
La majeure partie des HTP appartiennent à celles du groupe 3. Les mécanismes 
impliqués sont soit une hypoxie alvéolaire, conséquence d’un apport insuffisant en O2, soit 
une vasoconstriction hypoxique, mécanisme réflexe dans les maladies respiratoires 
chroniques obstructives ou restrictives telles que la BPCO. La majorité des HTP de groupe 3 
sont modérées (PAPm < 35 mmHg) même si l’on constate la présence d’HTP sévères (PAPm 
> 35 mmHg) chez ~3 à 5% des patients BPCO310, 313. La prise en charge de ce type d’HTP 
consiste à traiter la maladie sous-jacente. L’utilisation des traitements classiques de l’HTP 
dans le cas de la BPCO est inefficace voire aggravant. En effet, la difficulté consiste à traiter 
l’HTP sans empêcher la vasoconstriction hypoxique induite par la BPCO, sans quoi le rapport 






2. Le diagnostic de l’HTP, un processus à plusieurs étapes 
Le diagnostic de l’HTP est le plus souvent tardif. Lorsqu’une HTP est soupçonnée 
(dyspnée non expliquée, épisodes de syncope, signes d’insuffisance cardiaque droite), le 
premier examen consiste à réaliser une échocardiographie. Elle permet d’estimer la PAP 
systolique en fonction du flux de l’insuffisance tricuspidienne et de l’état volémique estimé 
par la mesure de la veine cave inférieure. Si le diagnostic de l’HTP est retenu, après 
consultation de la classification pour en déterminer la cause, le second examen consiste à 
réaliser une scintigraphie pulmonaire afin de diagnostiquer une HTP post-embolique (groupe 
4). Si la scintigraphie pulmonaire est normale, l’étape suivante consiste à réaliser un examen 
plus invasif : le cathétérisme cardiaque droit qui permet de mesurer directement la PAP314. 
Ainsi, c’est le cathétérisme cardiaque droit qui permet d’affirmer la présence d’une l’HTP 
lorsque la PAPm est ≥ 25 mmHg314. 
3. Les altérations du ventricule cardiaque droit dans l’HTP 
Suite à l’augmentation de pression dans l’AIP, la postcharge du ventricule cardiaque 
droit augmente, ce qui induit son hypertrophie. En effet, afin de maintenir un débit 
cardiaque constant et de compenser la postcharge, le cœur va augmenter sa force de 
contraction en s’hypertrophiant. Toutefois, l’hypertrophie du ventricule droit n’est que 
rarement complètement compensatoire, elle devient inadaptée et conduit à une 
insuffisance cardiaque droite. Une fois que cette insuffisance s’installe, le taux de mortalité 
des patients atteint d’HTP devient ≥ à 40%, ce qui nécessite un suivi médical très 
important315. 
Sur le plan clinique, l’insuffisance cardiaque reflète l’incapacité du ventricule droit de 
perfuser le poumon de sorte à maintenir le remplissage du ventricule gauche à une faible 
pression par la veine pulmonaire. L’insuffisance cardiaque se caractérise par une réduction 
du débit cardiaque (<2,5 L/min) et une augmentation de la pression de remplissage du 
ventricule gauche (P° oreillette droite ≥ 8 mmHg). De plus, du fait de l’hypertrophie du 
ventricule droit, celui-ci exerce une compression sur le ventricule gauche dont la taille 
diminue (interdépendance ventriculaire). On constate également une diminution de la 
perfusion du ventricule droit due à une ischémie au niveau des artères coronaires315.  
Une étude récente montre que la transition entre une hypertrophie ventriculaire 
droite compensatoire et décompensatoire (inadaptée) se traduit par une diminution de la 
captation de glucose dans les myocytes cardiaques. Ce changement du métabolisme 
énergétique augmente la production de ROS mitochondriales qui inhibent le gène HIF1α. Or, 
HIF1α intervient dans l’activation du VEGF qui est important pour l’angiogenèse et la 
formation de néo vaisseaux permettant d’irriguer le cœur316. Cette diminution de 
l’angiogenèse et des artères coronaires droites conduit à une ischémie du ventricule droit 




Lors de l’insuffisance cardiaque droite, la fonction cardiaque droite va diminuer. Ceci 
se traduit par une diminution du volume d’éjection systolique et une diminution de la 
pression dans l’artère pulmonaire. Cependant, cette diminution de pression dans l’AIP n’est 
pas du tout favorable car elle diminue alors la quantité de sang qui arrive aux alvéoles et 
donc diminue l’oxygénation du sang. Cette conséquence a un impact majeur sur la qualité de 
vie des patients, avec une sensation d’essoufflement et une forte difficulté à produire des 
efforts. À terme, lorsque l’insuffisance cardiaque est trop importante, elle conduit à la mort 
des patients315.  
4. Les modèles animaux d’HTP 
De nombreux modèles animaux d’HTP ont été développés afin de pouvoir plus 
facilement comprendre les mécanismes physiopathologiques impliqués dans la mise en 
place de la pathologie et de pouvoir tester des traitements potentiels. Cependant, ces 
modèles sont souvent incomplets et ne reflètent pas toute la complexité que l’on retrouve 
dans l’HTP sévère chez l’homme, ils sont plutôt le reflet d’HTP modérées. De plus, il faut 
toujours rester prudent quant à l’extrapolation des résultats entre animaux et humains. 
A. HTP induite par la monocrotaline 
La monocrotaline est un alcaloïde pyrrolizidine provenant d’une plante subtropicale, 
la Crotalaria spectabilis. En 1967, un cas d’HTP fut rapporté chez une femme ayant ingéré 
une grande quantité des graines de cette plante318. A la suite de ce cas, les scientifiques ont 
développé des modèles de rats faisant de l’HTP après une mono-injection de 60 mg/kg de 
monocrotaline (MCT)319. Chez le rat, la MCT est métabolisée par les cytochromes-P450 du 
foie en MCT pyrrole. La MCT pyrrole induit alors une dysfonction endothéliale dans la 
circulation pulmonaire. Cette dysfonction se caractérise par une hyperplasie de 
l’endothélium, une hypertrophie de la média et une augmentation de l’inflammation. 
Cependant, ce modèle ne présente pas de lésions plexiformes (en page 60) comme on 
l’observe dans l’HTP humaine. Ce remodelage qui se met en place suite à l’injection de MCT 
contribue à réduire le diamètre des petits vaisseaux, à augmenter les résistances 
périphériques à l’écoulement ainsi qu’à augmenter la PAPm320, 321. Après 3 semaines, une 
hypertrophie compensatoire du ventricule cardiaque droit apparaît, suivie d’une insuffisance 
cardiaque après 3 à 5 semaines suivant l’injection de MCT322. Du fait des caractéristiques 
hémodynamiques et du remodelage observés chez ces rats, l’HTP développée s’apparente 
aux HTAP humaines du groupe 1 de la classification323. 
B. HTP induite par une hypoxie chronique 
Des modèles animaux d’HTP ont été développés après une exposition à une hypoxie 
chronique (HC) de 3 semaines minimum chez la souris et le rat. Ce modèle correspond aux 






utilisés pour simuler une altitude de 5500 m avec une pression atmosphérique de 380 mm 
Hg (contre 760 mmHg au niveau de la mer). La mise en place de l’HTP dans ce modèle fait 
suite à une vasoconstriction hypoxique prolongée des AIP. À terme, ceci conduit à une 
muscularisation des petites AIP, à une hypertrophie de la média et à une dysfonction 
endothéliale (en page 59). Après 3 semaines, on constate une augmentation significative de 
la PAPm ainsi qu’une hypertrophie compensatoire du ventricule cardiaque droit. Toutefois, 
aucune thrombose ni lésion plexiforme ne sont retrouvées dans ce modèle320, 321. La 
particularité de ce modèle est que l’HTP est réversible au bout de 3 semaines lorsque les 
animaux sortent des caissons hypobares. 
C. Autres modèles animaux 
Il existe d’autres modèles animaux d’HTP, moins utilisés. Les rats Fawn-hooded (FHR) 
développent une HTP spontanément à basse altitude323. Un autre modèle de rats mimant les 
HTP dues à des malformations cardiaques a été mis en place par un rétrécissement du 
diamètre de l’artère pulmonaire par chirurgie. L’augmentation de la postcharge du ventricule 
cardiaque droit conduit à une sténose de l’AIP et à une hypertrophie du ventricule droit323. 
Ces modèles ayant parfois quelques limites, les modèles simples peuvent être 
combinés afin de mettre en place une HTP plus sévère. Au laboratoire, le modèle combiné 
de MCT et HC a été développé. Ce modèle présente une HTP plus sévère avec notamment la 
présence de lésions plexiformes320. Un autre modèle combiné est celui de l’HC avec une 
monoinjection de SUGEN 5416 (20 mg/kg) qui est un antagoniste du récepteur au VEGF. Ce 
modèle développe également une HTP sévère accompagnée de lésions plexiformes323. 
5. Le paradoxe des hormones dans l’HTP 
Chez l’humain, la prévalence de l’HTP est plus importante chez les femmes que chez 
les hommes (1,9 femmes pour 1 homme en France). Malgré cela, les femmes survivent 
mieux à l’HTP, notamment grâce à un profil hémodynamique plus favorable (PAPm plus 
faible) et une meilleure fonction du ventricule cardiaque droit324. Le paradoxe vient du fait 
que seuls les modèles animaux mâles développent une HTP, les femelles en sont protégées. 
Cette protection leur est conférée par les hormones sexuelles et plus particulièrement les  
œstrogènes. Ceci est corroboré par le fait que chez les femelles rats ovariectomisées, 
l’injection de MCT ou un séjour en HC induit le développement d’une HTP, même plus sévère 
que chez les mâles. Cette HTP n’apparait pas chez les femelles ovariectomisées  
supplémentées en 17β-œstradiol (E2). De plus, chez les mâles, l’administration d’E2 ou de 
son précurseur, la DHEA (déhydroépiandrostérone - Figure 28A) réduit le développement de 
l’HTP325.  
L’AIP a la capacité d’élaborer des œstrogènes à partir de la testostérone car elle 




CE via des récepteurs à la fois membranaires et nucléaires (ERα et ERβ) mais aussi via un 
récepteur couplé aux protéines G (GPR30). Ainsi, chez les modèles de rats MCT et HC, les 
œstrogènes sont protecteurs vis-à-vis du développement de l’HTP grâce à un effet sur les 
AIP anti-prolifératif, anti-inflammatoire et vasodilatateur326, 327 (Figure 28B). Un article en 
annexe de ma thèse présente l’effet inhibiteur de la DHEA sur les CCDV de type T dans les 
CML d’AIP. 
Cependant, en dépit des effets bénéfiques qu’apportent les œstrogènes sur les 
modèles animaux, dans un contexte génétique différent (mutation de BMPR2) et/ou une 
augmentation de la voie de la 5-HT, les œstrogènes deviennent néfastes, comme c’est le cas 
chez l’humain. Dans les HTAP héritables avec une mutation du gène BMPR2, on constate une 
diminution de l’expression du CYP1B1 qui est responsable de la transformation de l’E2 en 4-
hydroxyœstradiol (Figure 28A). De ce fait, ces formes d’HTAP ont un taux d’E2 plus 
important. Les œstrogènes vont avoir un effet pro-prolifératif sur les AIP qui conduit à 
augmenter le remodelage des AIP et à en altérer les fonctions hémodynamiques. Cependant, 
les E2 auraient également un effet bénéfique au niveau cardiaque en ayant un impact anti-
apoptotique sur le ventricule droit, ce qui augmente sa fonction. Ceci permettrait 
d’expliquer que les femmes développent plus d’HTAP que les hommes mais ont des 
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Figure 28 : Le paradoxe des œstrogènes dans l’HTP. A. Voie de synthèse du 17β-œstradiol à 
partir de la déhydroépiandrostérone (DHEA). 3β-HDS : 3-β-hydroxysteroid dehydrogenase ; 
CYP1A1 : cytochrome P-450, famille 19, sous-famille A, gène du polypeptide 1 ; COMT : 
catéchol-O-méthyltransférase. B. Explication probable du paradoxe des œstrogènes via leurs 
effets bénéfiques sur les modèles animaux et à la fois bénéfiques et délétères chez l’humain, 
notamment chez les femmes. HC : hypoxie chronique ; MCT monocrotaline ; HTP : 
hypertension pulmonaire ; HTAP : hypertension artérielle pulmonaire ; ER : récepteur aux 






6. Les caractéristiques de l’HTP 
A. Les caractéristiques hémodynamiques 
La PAP dépend du débit cardiaque (Qc) et des résistances vasculaires périphériques 
(RVP) : PAP = Qc x RVP. Les résistances vasculaires périphériques sont inversement 
proportionnelles au rayon du vaisseau. De ce fait, une petite diminution du rayon interne 
d’une artère peut avoir un impact majeur sur les résistances et donc sur la PAP. L’HTP se 
caractérise par une PAPm ≥ 25 mmHg, une pression capillaire pulmonaire ≤ 15 mmHg et une 
RVP > 3 unités Wood lors du cathétérisme cardiaque droit314. 
B. Le remodelage des AIP dans l’HTP 
Ainsi, lors de l’HTP, le diamètre interne des vaisseaux est réduit et plus 
particulièrement au niveau des petites AIP (< 500 µm) (Figure 29). Différents mécanismes 
sont à l’origine de cette réduction du diamètre des vaisseaux : (a) une dysfonction 
endothéliale qui se caractérise à la fois par un défaut de vasodilatation et une réduction de 
la lumière du vaisseau par une prolifération excessive des CE ; (b) une muscularisation des 








La Figure 30A montre un exemple du remodelage de l’AIP chez un patient HTAP. On 
constate que l’artère pulmonaire est plus grosse, à la fois au niveau des artères proximales 
et distales et qu’il y a moins d’artères distales. La Figure 30B montre l’arbre pulmonaire d’un 
poumon gauche chez un modèle de souris HTP. On constate qu’il y a moins de petites AIP du 
fait de la non pénétration du produit de contraste à cause de la vasoconstriction et du 










Sujet sain Patient HTAP
Figure 29 : Exemple du 
remodelage dans une AIP 
d’un sujet sain (à gauche) et 
d’un patient HTAP (à droite). 
On constate une 
augmentation de la taille du 
muscle lisse (marquage α-
SMA) qui diminue le rayon (R) 






















C. La dysfonction endothéliale 
Avec l’avancement de la pathologie, plusieurs lésions de l’endothélium apparaissent 
(plexiformes, néointima) et contribuent à réduire le diamètre interne des vaisseaux.  
a) Les lésions endothéliales 
Dans les stades précoces de la maladie, l’endothélium se retrouve lésé, comme 
abrasé. Lors de lésions directes, on a une augmentation de la production de vWF dont le 
taux sérique est augmenté chez les patients HTP, pouvant conduire à une augmentation de 
la résistance des vaisseaux par la formation de thrombus. 
b) Les lésions plexiformes 
Les lésions plexiformes sont des lésions complexes et désorganisées qui consistent en 
un plexus de petits canaux bordés de cellules endothéliales et de myofibroblastes, au centre 
 
Figure 30 : Arbre pulmonaire dans l’HTP. A et B. Représentation du flux pendant la 
systole chez un patient contrôle (A) et HTAP (B). On remarque que dans l’HTAP, les AIP 
sont plus grosses et que le flux diminue du fait de l’insuffisance cardiaque10. C et D. 
Arbre pulmonaire du poumon gauche d’une souris contrôle (C) et HTP (D)11.  
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ou en continuité d’une AIP dilatée. Au niveau de ces lésions, on peut parfois observer un 
thrombus. Ces lésions plexiformes présentent une infiltration de cellules inflammatoires 
(monocytes, macrophages, lymphocytes T et B, cellules dendritiques). L’inflammation joue 
donc un rôle important dans le développement de l’HTP et notamment dans la dysfonction 
endothéliale328. On constate également une surprolifération des CE aboutissant à une 
fibrose concentrique de cellules qui tend à réduire la lumière des AIP321. Des travaux 
montrent également que les lésions plexiformes proviendraient de CE monoclonales 
résistantes à l’apoptose329 (Figure 31).  
c) La néointima 
La néointima consiste en couche de myofibroblastes et de matrice extracellulaire 
entre l’endothélium et la limitante élastique interne. Les mécanismes impliqués dans la 
migration de fibroblastes de l’adventice au travers des CML jusque sous l’endothélium sont 









d) La dysfonction endothéliale 
À la suite de ces lésions, les CE vont présenter une diminution de la production de 
NO, de prostacyclines et une augmentation de la production d’ET-1330, 331. Paradoxalement, 
la eNOS peut également être suractivée, produisant beaucoup plus de NO. Cependant, cette 
surproduction de NO est néfaste car il forme des peroxyntrites (ONOO-)332 en se couplant 
avec l’anion superoxide (O2•) dont la quantité augmente dans l’HTAP333. Les ONOO- induisent 
la nitration et l’inactivation de protéines impliquées dans la vasodilatation. Ceci conduit à un 
défaut de relaxation des vaisseaux et donc à une augmentation de la contraction des AIP. 
 
Figure 31 : Différents types de lésions endothéliales dans l’artère intrapulmonaire (AIP) 















D. Prolifération et migration des CML 
L’une des caractéristiques de l’HTP est la muscularisation des petites AIP. En effet, 
comme nous l’avons vu dans la première partie de l’introduction, les artérioles pré-
capillaires ne sont pas muscularisées et se composent uniquement d’une monocouche 
d’endothélium (Figure 32A). Une étude récente a montré qu’au cours du développement de 
l’HTP chez la souris, ces petites AIP vont progressivement se musculariser. Au départ, les 
CML vont migrer vers les zones non muscularisées en perdant leur phénotype contractile 
vers un phénotype migratoire (Figure 32B). Puis, une fois au niveau des artérioles pré-
capillaires, les CML vont proliférer (elles sont positives au BRDU, un marqueur nucléaire de la 
prolifération) (Figure 32C). Ensuite, ces nouvelles cellules qui entourent les petites artérioles 
pulmonaires vont se redifférencier en CML au phénotype contractant (Figure 32D)21. 
De plus, outre la muscularisation des petites AIP, une migration et une prolifération 
des CML au niveau des artères de plus gros diamètre se met également en place ce qui 
conduit à augmenter la taille du muscle lisse des AIP. 
De nombreux mécanismes sont à l’origine de cette migration et de cette prolifération 
des CML. Par exemple, le taux sérique de facteurs de croissance tels que le PDGF, l’EGF, est 
augmenté dans les artères distales des patients HTP334. La régulation de nombreux micro 
ARN (miARN) influence également la migration et la prolifération des CML335. De plus, alors 
qu’à l’état physiologique, une augmentation de la [Ca2+]i conduit à la contraction des CML et 
des artères, en condition pathologique, le Ca2+ joue aussi un rôle dans la prolifération et la 










































Figure 32 : Muscularisation des petites AIP dans l’HTP, d’après 18. Les expériences ont 
été réalisées sur des coupes de poumon de souris lors d’une hypoxie chronique de 21 
jours. α-SMA : α-smooth muscle actin représente les CML ; le BRDU est un marqueur des 
noyaux en prolifération. La muscularisation des AIP débute par une migration des CML 
(B) vers des zones dépourvues de CML. Après une phase de prolifération à partir de 7 
jours d’hypoxie (C), les cellules se redifférencient en CML au phénotype contractile (D). 
 
B. Migration de CML au niveau 
de zones non muscularisée







D. Redifférenciation des cellules 














E. Contraction des AIP dans l’HTP 
a) Modification de la signalisation calcique dans l’HTP 
Dans l’HTP, l’homéostasie calcique est altérée et les CML ne sont plus capables 
d’apporter une réponse adaptée à un stimulus particulier. De ce fait, de nombreuses voies 
de signalisation calcique sont modifiées et conduisent soit à une plus forte augmentation 
soit à une augmentation maintenue dans le temps de la [Ca2+]i, ce qui résulte en plus forte 
contraction des CML, voire une migration et une prolifération. Ainsi, dans l’HTP, la 
vasoconstriction augmente de 20 fois les résistances vasculaires périphériques, par rapport 
aux conditions physiologiques275. 
i. Les canaux K+ et CCDV dans l’HTP 
En conditions physiologiques, le potentiel transmembranaire de repos des CML d’AIP 
est de l’ordre de -50 mV. Dans l’HTP, les CML sont davantage dépolarisées, ce qui facilite 
l’entrée de Ca2+ par les CCDV dont l’expression augmente (Cav3.2 et Cav1.2)102 (Figure 33). 
De plus, l’hypoxie aigüe (48 heures) a pour effet d’augmenter l’expression et l’activité des 
Cav3.2 mais pas 3.1 dans des CML d’AIP en culture. Cette régulation s’effectue par la fixation 
du facteur inductible par l’hypoxie (HIF) sur un  site élément de réponse à l’hypoxie qui est 
uniquement présent sur la séquence du gène du canal Cav3.2336. D’autre part, les canaux 
Cav3.1 sont impliqués dans la prolifération des CML en réponse à des agents pro-
prolifératifs337, 338. Un article en annexe de ma thèse présente des résultats quant à 
l’implication des canaux Cav3.1 dans le développement de l’HTP chez la souris. 
Le potentiel transmembranaire étant négatif, celui-ci est majoritairement contrôlé 
par un efflux d’ions positifs de la cellule tels que le K+. Ainsi, chez le rat HC et chez les 
patients HTAP, on constate une réduction de l’expression et de l’activité de canaux 
potassiques (Kv, KATP, TASK-1 et BKCa), conduisant à une dépolarisation des CML275 (Figure 
33). Cette implication de la réduction des canaux K+ dans l’HTP est soulignée par le fait que 
des traitements visant à en augmenter l’activité (tels que la DHEA par exemple), améliorent 
l’HTP. En 2013, une étude a montré qu’un nouveau gène, KCNK3, est impliqué dans l’HTAP 
héritable et code pour un canal potassique : TASK-1. Chez ces patients, une mutation perte 
de fonction du gène KCNK3 induit une diminution de l’activité de ce canal, dépolarisant le 
potentiel transmembranaire des CML307.  
ii. Les canaux TRP et l’échangeur Na+/Ca2+ dans l’HTP 
L’expression et l’activité de nombreux canaux TRP est augmentée dans l’HTP (en page 
68). Ces canaux étant non sélectifs, leur activation conduit non seulement à un influx de Ca2+ 
plus important mais également à un influx de Na+. Cette augmentation accrue de la [Na+]i 






réverse, l’échangeur contribue à extruder le Na+ de la cellule mais fait entrer plus de Ca2+ 339 
(Figure 33). 
iii. L’homéostasie du RS des CML dans l’HTP 
L’expression de nombreux canaux et protéines impliquées dans l’homéostasie 
calcique du RS est modifiée dans l’HTP. Parmi eux, on retrouve une augmentation de 
l’expression de Orai1, STIM1340 et STIM2341. Cette augmentation de leur expression se 
traduit par une augmentation de l’influx capacitif (courant SOC) lors d’une vidange de Ca2+ 
du RS. Cet influx de Ca2+ participe à la fois à l’hyperréactivité des CML et à leur prolifération 
dans l’HTP. 
Récemment, une étude a montré que la pompe SERCA2a est largement impliquée 
dan l’HTP. En effet, chez des patients HTAP et des rats MCT, l’expression de SERCA2a 
diminue. Cette diminution de l’expression et donc de l’activité de SERCA2a conduit 
augmenter davantage la [Ca2+]i basale, le repompage du Ca2+ dans le RS se faisant moins 
(Figure 33). La [Ca2+]i étant plus élevée, celle-ci conduit à une augmentation de la 
prolifération et de la migration des CML d’AIP. Les auteurs ont montré que la 
réadministration par aérosol du gène SERCA2a couplé à un virus adéno-associé chez les rats 
MCT empêchait le développement de la maladie, à la fois au niveau des forces 
hémodynamiques et au niveau du remodelage cardiaque droit342. De plus, l’expression de 
SERCA2a diminue également dans le ventricule droit des rats MCT en insuffisance cardiaque 
et intervient dans l’apparition d’arythmies322. 
iv. Les CaSR dans l’HTP 
Les CaSR ou Calcium sensing receptors sont des récepteurs couplés aux protéines G  
de la membrane plasmique activés par des cations extracellulaires (Ca2+, Mg2+, Gd3+), des 
polypeptides (peptide B-amyloïde), des polyamines (spermine, spermidine, putrescine), des 
antibiotiques (néomycine, kanamycine) et des acides aminés (phénylalanine, tyrosine, 
tryptophane, glutamate). Leur activation conduit à augmenter la [Ca2+]i via une voie 
dépendant de l’IP3343. Plus la concentration calcique extracellulaire ([Ca2+]e) est élevée, plus 
les CaSR vont être activés et augmenter la [Ca2+]i, faisant de ces récepteurs des senseurs 
extracellulaires du Ca2+. En conditions physiologiques, les CaSR permettent aux cellules 
d’avoir un retour sur la [Ca2+]e et de la surveiller. En effet, lorsque du Ca2+ entre dans la 
cellule par des CCDV par exemple, une diminution locale de la [Ca2+]e se produit. Les CaSR 
peuvent donc être impliqués dans la surveillance de cette baisse de [Ca2+]e dans des 
microdomaines membranaires et induire en retour une augmentation de la [Ca2+]i. Des 
pompes calciques de la membrane plasmique (PMCA), à l’activité et à la structure similaires 
à celles des SERCA du RE/RS, vont être impliquées dans l’efflux de Ca2+ vers le milieu 
extracellulaire afin d’en rétablir l’homéostasie calcique locale. Enfin, le Ca2+ extracellulaire 




Dans l’HTP, l’expression et l’activité des CaSR sont très fortement augmentées. Ainsi, 
pour une même [Ca2+]e, la [Ca2+]i va beaucoup plus fortement augmenter, conduisant à une 










b) Les agonistes vasoconstricteurs 
Les phénomènes de migration et de prolifération sont importants dans la mise en 
place de l’HTP. Cependant, c’est la force de contraction des AIP qui intervient dans le 
maintient de la maladie et dans l’augmentation des résistances périphériques à 
l’écoulement. Dans l’HTP, les AIP ont une hyperréactivité aux agonistes vasoconstricteurs, 











Rat HC Rat MCTRat normal Figure 34 : Réactivité 
vasculaire aux agonistes 
vasoconstricteurs des AIP 
de rats normaux et de 
rats ayant une HTP à la 
suite d’une hypoxie 
chronique (HC) ou d’une 
injection de 
monocrotaline (MCT).    
A. Contraction à la 5-HT. 
B. Contraction à l’ET-1.   
C. Contraction à la 
phényléphrine.                 
























Figure 33 : Résumé des modifications des voies de signalisations dans l’HTP dans une CML 
d’AIP. On constate une augmentation de l’entrée de Ca2+ depuis le milieu extracellulaire et de 







c) L’endothéline-1 dans l’HTP 
Chez les rats souffrant d’HTP, la voie de signalisation de l’ET-1 est complètement 
différente345. Au final, les réponses calciques et la contraction ne sont pas modifiées, voire 
sont réduits chez les rats Wistar HC4, 346 et MCT4, 347, 348 (ce n’est pas le cas chez les rats 
Sprague-Dawley349). Chez les rats souffrant d’HTP, la pression étant plus élevée, les AIP 
sécrètent davantage d’ET-1 en réponse à l’étirement283 et son taux sérique s’en trouve plus 
élevé347, 350. Face à une diminution de l’expression des R-ETB, l’expression des R-ETA 
augmente par compensation dans les CML351, modifiant la voie de signalisation associée à 
l’ET-1. L’activation des R-ETA a pour effet de sensibiliser l’appareil contractile au Ca2+ par une 
voie RhoA/Rho kinase347, 352, 353. De plus, la Rho Kinase activerait des CCDV entrainant un 
influx calcique297. L’ET-1 induit également une inhibition des canaux K+ voltage-dépendants, 
ce qui dépolarise la membrane plasmique et contribue à l’influx de Ca2+ par les CCDV353, 354. 
Ainsi, en réponse à l’ET-1, le Ca2+ augmente et n’oscille plus346, entrainant une contraction 
plus soutenue, même si son amplitude n’augmente pas par rapport aux rats normaux (Figure 
35). L’ET-1 interviendrait également dans la prolifération des CML355. De plus, dans l’HTP, on 
observe une diminution de la production de NO et de PG(I2) en réponse à l’ET-1279, 283, 356, ce 














Figure 35 : Chez les rats 
souffrant d’HTP, l’ET-1 agit 
majoritairement sur les R-ETA 
dont l’expression augmente 
par rapport à celle des R-ETB 
qui diminue. L’activation des R-
ETA a plusieurs effets : i. 
Inhibition des canaux Kv ; ii. 
Activation des canaux Cav 
provoquant un influx calcique ; 
iii. Sensibilisation de l’appareil 
contractile au Ca2+. De plus, la 
diminution des R-ETB contribue 























Dans l’HTP, les voies de signalisation calcique intracellulaire sont modifiées et 
conduisent à une plus forte augmentation de la [Ca2+]i dans les CML et à une plus forte 
contraction des AIP. Mais qu’en est-il des forces mécaniques dans cette pathologie ? Nous 
l’avons vu, dans l’HTP, la pression dans l’artère pulmonaire est augmentée. Si cette pression 
augmente, cela signifie que les forces de tension pariétales et d’étirement augmentent 
également. Dans ce contexte, qu’en est-il du tonus myogénique dans l’HTP ? 
7. Tonus myogénique dans l’hypertension pulmonaire 
Chez les rats normaux, le tonus myogénique est faible car contrebalancé par les 
mécanismes impliqués dans la vasodilatation afin de maintenir une faible pression dans 
l’AIP. Cependant, dans une condition pathologique telle que l’HTP, le tonus myogénique est 
augmenté et démasqué, révélant toute son importance.  
Ainsi, les rats HC ont un plus fort tonus myogénique isométrique3 (Figure 36A) et 
isobarique6 (Figure 36B). Ce plus fort tonus myogénique est bloqué par le peptide inhibiteur 
des SAC GsMTx-4 (Figure 36A), suggérant un rôle des SAC dont l’activité augmente chez les 
rats HC3. De plus, de nombreux canaux TRP dont l’expression augmente pourraient être 
impliqués dans cette augmentation du tonus myogénique. En effet, l’expression des canaux 
TRPV432, 66, TRPC660, 357, TRPC154 et TRPC3275 augmente dans les AIP de rats souffrant d’HTP 
(HC et MCT). Chez les patients HTAP, l’expression de TRPC659 augmente également. 
Comme chez les rats normaux, le tonus myogénique chez les rats HC ne fait pas 
intervenir des CCDV. La contraction induite par un étirement s’expliquerait, en partie,  par 
une sensibilisation de l’appareil contractile au Ca2+ par une voie RhoA/Rho kinase6. Chez les 
rats MCT, l’étirement provoque des contractions rythmiques (Figure 36A) qui font intervenir 
une production de phospholipase A2 (PLA2). La PLA2 contribue à la formation d’acide 
arachidonique et de ses dérivés (via une cyclooxygénase de type 1), tels que des précurseurs 






























8. Les cavéoles dans l’HTP 
Nous l’avons vu, la présence des cavéoles dans le muscle lisse des AIP est 
controversée dans la littérature. Toutefois, l’expression de la Cavéoline-1 (Cav-1) est 
importante pour la physiopathologie de la circulation pulmonaire. En effet, les souris KO 
pour la Cav-1 développent spontanément une HTP avec une hypertrophie du ventricule 
cardiaque droit174. Chez ces souris, au niveau des CE, la eNOS est suractivée et produit 
davantage de NO. Ce NO réagit avec l’anion superoxide (O2•) dont la quantité 
augmente333, ce qui produit des peroxinitrites (ONOO-)332. Les ONOO- ont pour effet de 
nitrosyler la PKG dont l’activité diminue, ce qui réduit la vasodilatation des AIP332. Ce rôle de 
la eNOS dans le développement de l’HTP chez les souris Cav-1-/- est renforcé chez une souris 
double KO pour la Cav-1 et la eNOS qui ne développe plus d’HTP332. De même, la 









Rat normal Rat MCT Rat HC Rat HC + GsMTx-4 (5 µM)































































Rat HC + HA-1077
Figure 36 : Tonus myogénique chez les rats HTP. A. Tonus myogénique isométrique 
chez un rat normal1, MCT1, HC3 et en présence de GsMTx-43, l’inhibiteur des SAC. B. 
Tonus myogénique isobarique sur des petites AIP de 50 à 150 µm de diamètre, chez un 




réexpression de la Cav-1 au niveau de l’endothélium des souris KO restaure un phénotype 
normal à la fois au niveau de l’AIP et de l’hypertrophie cardiaque358. 
Chez l’homme, une étude de 2012 montre dans une famille souffrant d’HTAP, une 
mutation hétérozygote du gène codant pour la Cav-1. Cette famille ne présente pas de 
mutation des autres gènes classiques impliqués dans l’HTAP (BMPR2, ALK1, ENG, SMAD9) et 
après une analyse rétrospective, ce variant de CAV1 n’est pas présent chez des patients 
sains. Cette mutation est une délétion de 2 nucléotides (473C et 474A) qui a pour impact 
d’augmenter de 21 acides aminés le côté C-terminal de la Cav-1. Ceci masquerait le site 
d’ancrage de la Cav-1 aux cavéoles. On observe alors, chez ces patients HTAP, une 
diminution de l’expression de la Cav-1 et plus particulièrement au niveau des cellules 
endothéliales (Figure 37A)306. Une telle diminution de l’expression de la Cav-1 a été 
retrouvée dans de nombreuses études chez les patients HTAP196, 206, 332, 359, 360 et sur des 
modèles de rats d’HTP. En effet, chez les rats MCT, l’expression de la Cav-1 (ainsi que de la 
Cav-2) diminue2, 197, 199, 202, 361, 362 et cela, à partir de 1 semaine après l’injection de MCT363. De 
même, l’expression de la Cav-1, la Cav-2 et de Cavin-1 diminue sur les modèles de rat HTP 
SUGEN/hypoxie (SU/HYP) et FHR2. Par contre, chez le modèle de rat HC, l’expression de la 
Cav-1 ne varie pas en hypoxie chronique361, 364, 365.  
Si l’expression de la Cav-1 diminue au niveau de l’endothélium, certaines études 
montrent également une augmentation de la présence de la Cav-1 au niveau des CML de 
patients HTAP idiopathique (Figure 37B)5, 204, 366 ou d’HTP associée à une BPCO206. De façon 
intéressante, l’augmentation de l’expression de la Cav-1 dans les CML ne se retrouve que 
dans les AIP où la présence du vWF est diminuée197, 362, 367. Une diminution du vWF au niveau 
des AIP est un indicateur d’une lésion très importante ou d’une perte de l’endothélium. 
Cette lésion endothéliale s’accompagne alors d’une augmentation de cellules endothéliales 
circulantes et de vWF dans le sang (qui ne sont plus présents au niveau de l’AIP). Ainsi, chez 
les patients HTAP,  le taux sérique de vWF est augmenté et son expression au niveau des AIP 
est réduite368-370. L’augmentation de vWF circulant peut conduire à augmenter les 
résistances périphériques vasculaires par la formation de thrombus. 
De plus, de façon intéressante, on peut constater sur la Figure 37A, que l’expression 
de la Cav-1 dans les CML ne varie pas chez le patient présentant une mutation du gène 
CAV1, alors que l’expression de la protéine est réduite dans l’endothélium. Il est possible 
que l’on ait un profil d’expression génique différentiel en fonction du type cellulaire. Ceci 
pourrait également témoigner du fait que la mutation du gène CAV1 observée dans ces cas 
d’HTAP héritable n’a pas d’effet sur l’expression de la protéine Cav-1 à proprement parler 
mais plutôt sur sa stabilité. Ainsi, il est possible que les CML possèdent des 
















9. Les traitements actuels 
En 1991, la survie des patients était de 48% à 3 ans371. 20 ans plus tard, en 2011, la 
survie à 3 ans est de 58%, sur une étude réalisée sur 190 patients en France324. Ainsi, même 
si les progrès en termes de traitement ont permis de réduire de 10% le taux de mortalité, 
l’HTP reste une pathologie pour laquelle le pronostic vital est rapidement mis en jeu pour 
encore de nombreux patients372. 
L’objectif majeur pour les années futures est de passer d’une maladie invalidante et 
mortelle à une maladie chronique sans handicap majeur, afin d’améliorer la qualité de vie 
des patients. Les traitements actuels visent à corriger la dysfonction endothéliale et à inhiber 
la prolifération des CML afin de faire régresser les lésions d’hypertrophie et de remodelage 
vasculaire. Ces traitements incluent des inhibiteurs calciques, des dérivés de la prostacycline, 
des antagonistes des récepteurs de l’ET-1 et des inhibiteurs des phosphodiestérases de type 
5 (PDE-5)373 (Figure 38).  
A. Traitements symptomatiques 
Dans les formes d’HTAP idiopathique, un traitement utilisé de manière systématique 
est un anticoagulant. Ce traitement vise à réduire les phénomènes de thrombose dans les 
petites AIP remodelées. Des diurétiques associés à un régime pauvre en sodium permettent 
également de réduire la volémie et diminuent les signes de surcharge ventriculaire droite. 
Enfin, une oxygénothérapie est envisagée pour 15 à 20% des patients qui présentent une 
hypoxie sévère (PaO2 < 55 mmHg) afin de limiter la vasoconstriction hypoxique. Cependant, 
ces types de traitements sont symptomatiques et il est nécessaire d’y adjoindre des 
traitements plus spécifiques visant à améliorer la qualité de vie des patients374. 
Figure 37 : Les cavéoles dans les AIP HTP. A. Expression de la Cav-1 sur une coupe 
d’AIP d’un patient sain (à gauche) et HTAP (à droite). La Cav-1 est exprimée au niveau 
de la membrane des CE chez le patient sain et son expression est fortement diminuée 
dans les CE d’un patient HTAP. Cependant, on constate que l’expression de Cav-1 dans 
les CML sous-jacentes aux CE n’est pas modifiée. B. Présence en microscopie 
électronique à transmission de cavéoles dont le nombre augmente au niveau de la 
membrane plasmique de CML d’AIP de patient HTAP. 









B.A. CML d’AIP patient sain







B. Les inhibiteurs calciques 
L’un des premiers traitements utilisé chez les patients HTP est un inhibiteur des CCDV 
de type L (nifédipine, diltiazem, almodipine) qui vise à réduire l’influx de Ca2+ dans les CML. 
Les inhibiteurs calciques s’opposent ainsi à la vasoconstriction mais ont peu d’effet sur le 
remodelage vasculaire. Ainsi, les inhibiteurs calciques sont majoritairement indiqués chez les 
patients où les phénomènes de vasoconstriction prédominent sur le remodelage. Ces 
patients dits « répondeurs » sont caractérisés lorsque l’on observe une diminution d’au 
moins 10 mmHg de la PAPm lors de l’inhalation de NO au cours du cathétérisme cardiaque 
droit. De plus, étant donné que bloqueurs de CCDV ont un fort effet vasodilatateur au niveau 
de la circulation systémique, seuls les patients ayant une pression systémique moyenne 
adéquate (> 90 mmHg) peuvent bénéficier de ce traitement. L’efficacité du traitement 
chronique avec ces inhibiteurs est une réduction de la dyspnée. Cependant, moins de 10% 
des patients ayant une HTAP idiopathique ou associée à la prise d’anorexigènes répondent 
positivement à ce traitement, les patients des autres groupes d’HTP n’y répondent pas du 
tout374, 375. 
C. Voie du NO 
Lors de l’HTP, la biodisponibilité du NO diminue en raison de nombreux facteurs 
(découplage de la eNOS, diminution du niveau de L-arginine, augmentation de sa capture 
par l’hémoglobine ou l’O2•). Au niveau des CML, le NO augmente la production de GMPc 
vasodilatateur. Or, dans l’HTP, le taux de GMPC diminue à cause d’une augmentation de 
phosphodiestérases de type 5 (PDE-5) qui convertissent le GMPc en GMP374372. Les 
inhibiteurs des PDE-5, tels que le Sildenafil permettent d’augmenter la concentration 
intracellulaire de GMPc et donc augmente la vasodilatation des AIP et diminue la 
prolifération cellulaire. De plus, de nouveaux traitements comme le BAY 63-2521 sont en 
cours de test, celui-ci vise à stimuler directement la synthèse de GMPc via une stimulation 
de la guanylate cyclase372. 
D. Voie de l’ET-1 
L’endothéline-1 contribue à la vasoréactivité et à la prolifération des CML et son taux 
sérique augmente dans l’HTP. Il existe donc des inhibiteurs des récepteurs à l’endothéline-1 
pour traiter les patients atteints d’HTP. Ce sont soit des inhibiteurs des R-ETA et R-ETB 
comme le Bosentan, soit des inhibiteurs sélectifs des R-ETA comme l’Ambrisentan. Un nouvel 
inhibiteur dont la distribution tissulaire est plus spécifique est en cours d’utilisation: le 







E. Voie de la prostacycline 
Les prostacyclines (PGI2) sont produites par les CE à partir de l’acide arachidonique. 
Le PGI2 a un effet antithrombotique et vasodilatateur. Il agit sur des récepteurs 
membranaires (IP-R) et nucléaires (PPAR) au niveau des CML. Les IP-R sont des récepteurs 
couplés à une protéine Gs ; leur activation conduit à augmenter le taux d’AMPc par 
l’adénylate cyclase. L’AMPc active la PKA à l’effet vasodilatateur. Dans l’HTP, la production 
de PGI2 diminue. Ainsi, des dérivés des prostacyclines ont été développés afin de favoriser la 
vasodilatation des AIP374372. Parmi les traitements classiques à base de dérivés des 
prostacyclines, l’Iloprost est inhalé, le Tréprostinil est administré par voie sous-cutanée et 
l’Epoprosténol par voie intraveineuse. Cependant, les traitements en intraveineux ou sous-
cutané sous lourds du fait de la cathétérisation et des douleurs locales engendrées. 
Quelques traitements par voie orale ont été développés (Selexipag) mais, actuellement, ces 
traitements entraînent des effets secondaires importants et les résultats obtenus sont peu 
encourageants372. 
F. Nouvelles cibles thérapeutiques 
Les inhibiteurs des tyrosines kinases sont proposés car de nombreux résultats 
expérimentaux montrent que le PDGF, l’EGF et le FGF (des agonistes des récepteurs tyrosine 
kinase), induisent une forte prolifération et remodellage des AIP. Ainsi, l’Imatimib, un 
inhibiteur de tyrosine kinase est en cours d’évaluation comme traitement de l’HTP. D’autres 
traitements comme l’inhibition de la voie Rho-A, du transporteur à la sérotonine ou 
l’administration inhalée du peptide vasointestinal (qui a un effet vasodilatateur) sont en 













Figure 38 : Cibles thérapeutiques dans l’HTP. En ① les inhibiteurs des 
phosphodiestérases 5 (PDE-5) qui permettent d’augmenter le taux de GMP cyclique 
relaxant. En ② les inhibiteurs de la voie de la prostacycline. En ③ les inhibiteurs des 
récepteurs à l’ET-1. Et en ④ les nouvelles cibles thérapeutiques potentielles telles que 






























En fonction de l’état d’avancement de la maladie et de ses causes, ces médicaments 
peuvent être administrés par voie orale, en intraveineuse, en sous-cutanée ou par voie 
inhalée. Selon l’amélioration ou non de la maladie par les traitements, un traitement 
combiné peut également être proposé afin d’additionner les effets bénéfiques des 
mécidaments372.  
G. Transplantation pulmonaire et atrioseptostomie 
Si les traitements pharmacologiques ne sont pas efficaces, la transplantation 
pulmonaire ou cardio-pulmonaire est proposée. La survie actuelle après transplantation 
pulmonaire est d’environ 80% à 1 an et 60% à 5 ans. La mortalité précoce est surtout due à 
une infection alors que la mortalité tardive reflète un rejet de la greffe374. 
L’atrioseptostomie consiste à créer une communication entre l’oreillette droite et 
l’oreillette gauche afin de diminuer le volume du cœur droit suite soumis à la postcharge de 
l’artère pulmonaire. Même si cela conduit à diminuer la pression dans l’artère pulmonaire, le 
transport en O2 est amélioré. Toutefois, la mortalité précoce est très élevée (14% à une 
semaine post-opératoire). Malgré cela, pour les patients qui survivent, l’amélioration des 
symptômes et des capacités fonctionnelles est énorme. L’atrioseptostomie représente une 
alternative pour les patients en attente d’une transplantation pulmonaire lors des HTAP 
sévères374. 
En conclusion, si les traitements actuels permettent d’améliorer la qualité de vie de 
certains patients telle que l’amélioration des capacités d’exercice ou l’administration d’un 
traitement par voie orale plutôt que par voie intraveineuse par exemple374. Toutefois, 
malgré les avancées réalisées depuis plus de 100 ans dans les connaissances de l’HTP, les 
traitements actuels ne permettent pas de guérir les malades de l’HTP qui demeure une 
maladie grave et complexe, notamment due aux nombreuses formes qui la caractérise et à 
sa composante multifactorielle. Ainsi, la meilleure compréhension des mécanismes 
impliqués dans le développement et le remodelage qui se met en place au cours de la 
pathologie, et plus particulièrement au niveau cellulaire, est importante pour le 







































ous l’avons vu au cours de cette introduction, la signalisation calcique au sein 
des CML est un élément important dans la régulation du tonus des AIP. La 
question est de savoir quels pourraient être les remodelages subcellulaires de cette 
signalisation calcique impliqués dans l’HTP. La présence des SAC, des cavéoles, des RyR, des 
IP3R, des SERCA, des mitochondries et des lysosomes, a été décrite dans l’AIP ; mais quelles 
sont leurs interactions respectives ? Dans cette thèse, j’ai essayé de mieux comprendre 
comment ces partenaires calciques sont impliquées dans l’homéostasie calcique pour fournir 
une réponse calcique adaptée à un stimulus et plus particulièrement à un étirement. Dans 
un deuxième temps, je me suis intéressé aux modifications de cette signalisation calcique 
dans l’HTP conduisant à une plus forte vasoconstriction des AIP. 
Je présenterai en premier des résultats qui montrent comment l’organisation 
subcellulaire des RyR, des SERCA, des mitochondries et des lysosomes est importante dans 
les réponses calciques à l’étirement, chez des rats normaux et des rats souffrant d’HTP (rats 
HC et rats MCT). Dans un deuxième temps, le rôle des pompes SERCA3 dans l’homéostasie 
calcique des AIP sera étudié. Ensuite, je détaillerai comment les cavéoles peuvent être 
impliquées dans la mécanotransduction dans les CML d’AIP. Enfin, dans une dernière partie, 






















1. Les rats hypoxiques chroniques (HC) et monocrotalines (MCT) : deux modèles 
expérimentaux d’HTP 
Trois populations de rats mâles de souche Wistar sont utilisées : des rats de 250-350 
grammes élevés dans des conditions standard (rats contrôles, Ctrl) et deux modèles de rats 
présentant une hypertension pulmonaire. Les premiers développent la pathologie à la suite 
d’une hypoxie chronique (rats HC). Pour cela ils sont élevés pendant 3 semaines dans un 
caisson hypobare (50 kPa) mimant la vie en haute altitude (à 5500 m). La baisse de la 
pression barométrique dans les caissons va engendrer une diminution de la PO2 alvéolaire et 
capillaire. Cette hypoxie pulmonaire provoque alors une vasoconstriction des AIP qui vise à 
ramener le rapport ventilation/perfusion égal à 1. Mais de façon prolongée, ici 3 semaines, 
l’hypoxie contribue au remodelage des AIP et à l’HTP.  
Le second modèle utilisé est représenté par des rats injectés à la monocrotaline (60 
mg/kg) (rats MCT). La monocrotaline, une fois métabolisée par le foie, va produire un 
composé pyrrolique qui altère l’endothélium vasculaire et conduit à une HTP.  
Un indicateur de l’HTP est l’hypertrophie du ventricule cardiaque droit qui est 
estimée par le rapport de Fulton (poids de la paroi du ventricule droit sur poids de la paroi 
du ventricule gauche + septum). Les rats Ctrl ont un rapport de Fulton de 0,23 ± 0,01, les rats 
HC de 0,54 ± 0,02 et les rats MCT de 0,63 ± 0,02. On considère que l’HTP est validée lorsque 
le rapport est supérieur à 0,3. 
2. Isolement des cellules musculaires lisses d’artères intrapulmonaires de rat  (CML d’AIP) 
Après une euthanasie des rats par une injection intrapéritonéale de pentobarbital 
sodique (190 mg/kg), les poumons sont prélevés et placés dans une solution isotonique à 
310 mOsmol (Tableau 2). Les AIP du 1er au 3ème ordre sont micro-disséquées sous une loupe 
binoculaire (Figure 39), ouvertes longitudinalement et l’endothélium est abrasé. Le tissu 
récupéré, principalement de la média, est ensuite digéré de façon enzymatique par de la 
papaïne (0,4 mg/mL), de la collagénase de type 1 (0,3 mg/mL) et du dithiothréitol (DTT - 0,3 
mg/mL) qui optimise l’action de la papaïne en se plaçant dans un milieu réducteur. Cette 
digestion s’effectue pendant 15 minutes à 37°C dans une solution d’HBSS (Hank’s Buffered 





Figure 39 : Dissection de 
l’artère intrapulmonaire 
(AIP) du poumon gauche 
d’un rat normal, du 1er 
au 3ème ordre. 




Après 2 rinçages en HBSS faible Ca2+, les CML d’AIP sont dispersées mécaniquement 
par des allers/retours dans une pipette de verre siliconée et rodée, pendant 10 minutes. Les 
cellules sont ensuite centrifugées 5 min à 4°C à 250 G et le culot remis en suspension dans 
du DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) contenant 1% d’acides aminés non 
essentiels, 1% d’antibiotiques (pénicilline (100 U/mL) et streptomycine (0.1 mg/mL)) et 
supplémenté en 10% de sérum de veau fœtal (SVF). Les cellules sont placées soit sur des 
lamelles de verre de 30 mm de diamètre préalablement recouvertes de collagène, soit dans 
une plaque 96 puits à bord noir. Les cellules sont placées dans un incubateur à 37°C 
contenant 20% d’O2, 5% de CO2, en atmosphère humide. 
  NaCl KCl MgCl2 Hepes 6 D-glucose Mannitol CaCl2 pH 
Solution isotonique 
 (310 mOsmol) 
91,3 5,9 1,2 10 14 91 2,2 7,4 
Solution hypo-osmotique 
 (225 mOsmol) 
91,3 5,9 1,2 10 14  - 2,2 7,4 
Solution isotonique 
confocal (310 mOsmol) 
62,3 5,9 1,2 10 14 148 2,2 7,4 
Solution hypo-osmotique 
confocal (170 mOsmol) 
62,3 5,9 1,2 10 14 - 2,2 7,4 
Solution intrapipette KCl - 145 2 10 - - - 7,25 
Tableau 2 : Concentrations en mM des solutions utilisées pour la dissection, les chocs 
osmotiques et le patch-clamp. 
 Remarque sur la culture des cellules 
Les cellules obtenues par ce processus de dissociation ont un aspect rond, 
contrairement à ce que l’on pourrait s’attendre pour des CML. En effet, dans un vaisseau, les 
CML sont fusiformes et allongées (Figure 40A). Le processus de dissociation décrit ci-dessus a 
pour effet de casser les liaisons intercellulaires. Une fois dissociées les unes des autres, la 
majorité des CML adoptent alors la forme la plus stable énergétiquement, c'est-à-dire la 
sphère (Figure 40B). Les CML d’AIP isolées ici seront utilisées dans un délai maximum de 24 
heures afin d’éviter tout passage dans un état prolifératif éloigné de leur état au sein du 
vaisseau, mais aussi toute dé-différenciation cellulaire. Comme on peut l’observer sur la 
Figure 40D et Figure 40F, le premier changement d’aspect qui apparaît dans la culture de 
CML d’AIP, est une augmentation de leur taille. En effet, que ce soit une CML dans un 
vaisseau ou fraîchement dissociée, leur taille moyenne est d’environ 15 µm. Mais lorsque 
ces cellules sont mises en culture, à partir de 4 jours,, leur taille augmente (hypertrophie) et 
peut aller jusqu’à 150 µm. En plus de ce changement de taille, l’organisation intracellulaire 
est elle aussi modifiée, notamment par une augmentation de la biogenèse et de la 
dynamique des mitochondries, mais aussi par un changement de localisation de nombreuses 
protéines ou de leur expression, telle que les RyR377-379. Le cytosquelette d’α-actine de 





muscle lisse (α-SMA) est également modifié. En effet, sur dans des vaisseaux et sur des CML 
fraichement dissociées, il est localisé en sous-membranaire (Figure 40A et Figure 40B). Par 
contre, lors de la culture des CML, des fibres de stress apparaissent sur toute la cellule 
(Figure 40C). Pour ces raisons, les études présentées dans cette thèse seront uniquement 
effectuées sur des CML d’AIP fraîchement dissociées afin de rester au plus proche de la 

















3.  Les sondes calciques fluorescentes, des outils pour suivre en direct les flux calciques 
intracellulaires 
Afin de mesurer la concentration en Ca2+ dans différents compartiments cellulaires 
(cytoplasme, réticulum endoplasmique, mitochondrie), différentes sondes calciques 
fluorescentes sont utilisées. Ces sondes sont toutes dérivées du BAPTA ou de l’EGTA, des 
chélateurs de Ca2+, leur conférant ainsi la capacité de lier le Ca2+. 
Figure 40 : Comparaison entre des CML sur des vaisseaux (A et D), fraîchement dissociées (B 
et E) ou en culture (C et F). A, B et C. Marquage avec un anticorps de l’α-actine de muscle 
lisse (α-SMA). D, E et F. Visualisation en direct des mitochondries, lysosomes et noyaux grâce 
au MitoTracker® green, LysoTracker® red et Hoescht, respectivement. Les noyaux sont 
marqués en bleu. Les barres d’échelle représentent 10 µm. 
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CML en culture pendant 7 
jours
D-mitochondries, lysosomes E-mitochondries, lysosomes F-mitochondries, lysosomes




Pour permettre le passage des sondes depuis le milieu extracellulaire jusque dans la 
cellule, une fonction acétoxyméthyl ester (AM) est ajoutée à la molécule. Cette fonction AM 
rend la sonde non polarisée et insensible au calcium mais surtout perméable à la membrane 
plasmique des cellules. Une fois dans la cellule les estérases endogènes vont cliver la 
fonction AM et piéger la sonde dans le cytoplasme. Les sondes indo-1 ou fluo-4 présentent 
un Kd de 230 et 345 nM, respectivement, ce qui leur permet d’être sensibles aux variations 
de la [Ca2+]i qui est d’environ 150 nM (Figure 41).  
La sonde rhod-2 a la particularité d’être chargée positivement (Figure 41) et de 
posséder un Kd de 570 nM. De ce fait, cette sonde va être préférentiellement attirée par la 
mitochondrie dont le potentiel de membrane interne est fortement chargé négativement. La 
sonde fluo-5N possède un Kd plus élevé de 90 µM, ce qui permet à cette sonde de détecter 
des variations de concentrations calciques plus élevées, comme dans le réticulum 
endoplasmique. En optimisant les conditions d’incubation de cette sonde (à 37°C, 1 heure), il 
est alors possible de la concentrer au sein du réticulum endoplasmique et donc d’y mesurer 














Chacune de ces sondes, une fois excitée à la longueur d’onde appropriée, émet une 
fluorescence dont l’intensité varie avec la liaison du Ca2+ à la sonde. Plus la concentration 
calcique est élevée, plus ce Ca2+ va se lier aux sondes, modifiant l’intensité de fluorescence 





























R1 R2 R3 R4 R5
indo-1 230 340 405 - 480 - - - - CH3
fluo-4 345 494 516 O- F O F CH3
fluo-5N 90 000 494 516 O- F O F NO2
rhod-2 570 552 581 N(CH3)2 H N+(CH3)2 H CH3
C.
Figure 41 : A. Structure chimique des sondes calciques à λ d’excitation/d’émission 
dans le visible (fluo-4, fluo-5N, rhod-2). B. Structure chimique de l’indo-1. C. Résumé 
des Kd, des longueurs d’ondes (λ) d’excitation et d’émission des sondes calciques 
fluorescentes et des résidus spécifiques à chaque sonde. 
 





les sondes en une énergie électrique, détectée par l’ordinateur. L’indo-1, contrairement aux 
autres sondes utilisées (fluo-4, fluo-5N et rhod-2), présente la particularité d’être 
ratiométrique (mono excitation, double émission), ce qui permet de mesurer des variations 
de concentration calciques plus précises et comparables entre elles (en page 87). 
4. Les sondes fluorescentes pour la détection d’organites 
Afin de pouvoir visualiser de façon dynamique les différents organites présents au 
niveau des cellules, des sondes fluorescentes ont été utilisées : MitoTracker® Green, 
LysoTracker® Red et ER-Tracker™ Blue-White pour visualiser respectivement les 
mitochondries, lysosomes et le réticulum. 
Le MitoTracker Green possède un demi-groupement chlorométhyle thiol réactif. 
Cette sonde va diffuser de façon passive à travers la membrane plasmique et les membranes 
des organites. Une fois dans les mitochondries, la sonde qui est au départ non fluorescente, 
va s’oxyder, ce qui lui confère sa fluorescence. Par un processus de conjugaison à des 
protéines mitochondriales via son groupement thiol, la sonde va alors rester piégée au sein 
des mitochondries et permettra de visualiser, en direct, leur dynamique (fission et fusion, 
par exemple). 
Le LysoTracker® Red a la capacité de traverser les membranes. A pH neutre, la sonde 
est faiblement protonée et donc très faiblement fluorescente. Elle a la capacité de 
s’accumuler préférentiellement dans des organites ovoïdes et à pH acide, tels que les 
lysosomes où elle devient fortement protonée et fluorescente. 
Le ER-Tracker™ Blue-White a la capacité de se fixer aux lipides membranaires avec 
une haute sélectivité pour le réticulum endoplasmique et marque très faiblement les 
mitochondries. 
5. Electrophysiologie par la technique de patch-clamp 
A. Mesure des courants ioniques en mode voltage imposé  
L’électrophysiologie a été utilisée pour mesurer l’intensité de courants d’ions à 
travers les membranes cellulaires. La technique du patch clamp repose sur la loi d’ohm : 
U=RI. R représente principalement la résistance de la membrane plasmique. Ainsi, 
lorsqu’une pipette est placée en configuration cellule attachée (Figure 42 (1)), s’il n’y a pas 
de fuite entre la pipette de verre et la membrane de la cellule, la résistance est maximale 
(GΩ). Une pipette de verre remplie d’une solution saline connectée à une électrode permet 
d’imposer le potentiel transmembranaire (U). Lorsqu’un canal sous la pipette s’ouvre suite à 
un stimulus (comme un étirement par exemple), la résistance diminue et un courant d’ions 
(I) se créer à travers ce canal. Ce courant est alors mesuré et visualisé sur l’ordinateur. 




L’amplitude du courant I dépend de la résistance des canaux ouverts et du gradient 
électrochimique (I = (Uimp - Uéq)/R). Le gradient électrochimique est représenté par la 
différence de potentiel entre le potentiel imposé (Uimp) et le potentiel d’équilibre de l’ion 







Dans cette équation R est la constante des gaz parfaits (8,3144621 J·mol-1·K-1), T est la 
température en Kelvin, F est la constante de Fadaray (96 485 C⋅mol-1) et Z est la valence de 
l’ion. Les ions vont traverser le canal selon leur gradient électrochimique. De façon 
simplifiée, les ions chargés positivement seront attirés vers l’intérieur de la cellule si le 
potentiel imposé est plus faible que le potentiel d’équilibre donné par l’équation de Nernst 
et inversement. Les courants sont mesurés grâce au système d’acquisition (poste Biologic 
RK400 couplé au logiciel d’acquisition Pclamp10). La jonction entre le milieu extracellulaire 
et le milieu intrapipette est corrigée électroniquement et les courants capacitifs sont 
compensés. 
Ici, le stimulus permettant d’activer les SAC est un étirement. Pour cela, deux 
méthodes sont mises en place.  
a) L’étirement par une pipette de patch-clamp 
La première consiste à étirer la membrane de la cellule à l’aide de la pipette de patch, 
en configuration cellule attachée. Pour cette configuration (Figure 42 (1)), des étirements de 
la membrane plasmique sont réalisés à l’aide une seringue reliée à la pipette de patch de 
façon à créer des dépressions qui activeront les SAC (mesurées avec un manomètre). Dans 
cette configuration (cellule attachée), des pipettes dont la résistance est de 5 MΩ sont 
utilisées et seuls les enregistrements dont la résistance après le « seal » est supérieure à 1 
GΩ sont conservés. Afin de mesurer à la fois les courants entrants et sortants de la cellule, 
un protocole à deux étapes a été élaboré : à partir d’un potentiel imposé à 0 mV, des 
dépolarisations de +80 mV de la cellule sont effectuées pour mesurer les courants entrants 
d’ions positifs et des hyperpolarisations de -80 mV pour mesurer les courants sortants d’ions 
positifs (et inversement pour les ions négatifs). La solution intrapipette utilisée est la 
solution isotonique qui équivaut au milieu extracellulaire, présentée dans le Tableau 2. 
b) L’étirement par un choc osmotique 
Une deuxième technique qui permet d’activer les SAC a consisté à réaliser des chocs 
osmotiques sur les cellules. Les cellules sont d’abord placées dans un milieu isotonique (310 
mOsmol), puis sont exposées à une solution hypo-osmotique (225 mOsmol) grâce à une 
pipette d’éjection placée à proximité de la cellule grâce à de l’azote comprimé. 
Ce choc hypo-osmotique provoque une entrée d’eau dans la cellule, son gonflement 
et étire ainsi toute sa membrane plasmique (le volume de la cellule augmente de 15,9 ± 1,3 
% (n=30 cellules)). De cette façon, c’est l’ensemble des SAC de la cellule qui sera activé 
(Figure 42 (2)) (voir le détail des solutions dans le Tableau 2).  





En configuration cellule entière, des rampes de -80 mV à +80 mV sont effectuées à 
partir d’un potentiel maintenu à -80 mV, permettant d’apprécier à la fois l’entrée et la sortie 
d’ions dans les cellules à la suite du choc osmotique. La solution intrapipette utilisée est une 






B. Mesure des variations de potentiel de membrane en mode courant imposé 
Si l’on peut mesurer des courants d’ions à travers la membrane plasmique, cela 
signifie que le potentiel transmembranaire des cellules peut être modifié en conséquence. 
Afin de mesurer toute modification du potentiel transmembranaire, le poste de patch-clamp 
est passé en mode « courant imposé », en configuration cellule entière (solution intrapipette 
de KCl).  
6. La microspectrofluorimétrie en indo-1 en simultané avec l’électrophysiologie 
Si le poste d’électrophysiologie permet de mesurer les courants d’ions et de Ca2+ 
traversant la membrane, un moyen d’estimer les variations de la [Ca2+]i au sein d’une cellule 
est d’utiliser en simultané une sonde calcique fluorescente : l’indo-1. Les cellules sont 
incubées pendant 30 minutes avec la sonde perméante indo-1 AM à 5 µM. Une fois les CML 
chargées en indo-1, un faisceau d’excitation filtré à 380 nm est dirigé sur les cellules qui vont 
émettre une fluorescence mesurée à 405 nm et à 480 nm grâce à deux photomultiplicateurs. 
Ces signaux sont recueillis par un diviseur analogique qui donne en continu le rapport de 
fluorescence Rfluo=λ405/λ480 permettant d’estimer la variation globale de la [Ca2+]i. En effet, 
lorsque la [Ca2+]i augmente, la fluorescence à 405 nm augmente et celle à 480 nm diminue. 
Les données sont ensuite recueillies par un logiciel d’acquisition (Pclamp10). L’augmentation 
de la [Ca2+]i. est donnée sous forme du ratio de fluorescence λ405/λ480 et le Δ correspond à la 
différence entre le niveau de Ca2+ avant une stimulation (niveau basal) et le pic maximal 




(1) cellule attachée (2) cellule entière
SAC
Figure 42 : (1) Mesure d’un courant transitant par un 
SAC en configuration cellule attachée, suite à un 
étirement par dépression dans la pipette de patch 
(flèche). (2) Mesure du courant total par les SAC en 
configuration cellule entière, suite à l’étirement de la 
membrane par un choc osmotique. 
 












7. Contraction isométriques 
Les AIP de 1er ordre sont divisées en petits segments de 1,5-2 mm de diamètre. Ces 
anneaux artériels sont montés dans un système de cuves à organes isolé contenant une 
solution iso-osmotique à 302 mOsmol (en mM : NaCl 34 ; KCl 4,7 ; KH2PO4 1,2 ; Glucose 6 ; 
NaHCO3 12 ; MgSO4 1,2 ; Mannitol 182) à 37°C bullée avec 15% d’O2 et 5% de CO2 pour les 
AIP Ctrl et 9% d’O2 et 5% de CO2 pour les AIP de rats HC. Une tension initiale de 0,8 g est 
appliquée pour les AIP Ctrl et de 1,5 g pour les AIP de rats HC. Les anneaux d’AIP sont laissés 
au repos pendant 1 h et les cuves sont rincées toutes les 15 min. Ensuite, une stimulation de 
KCl (80 mM) est appliquée afin de préparer le vaisseau puis lavée 3 fois. Toutes les AIP sont 
incubées pendant 15 min avant le choc osmotique avec du L-NAME (100 µM). Pour les chocs 
osmotiques une précontraction à la phényléphrine (30 µM) est effectuée pendant 5 min 
pour normaliser la contraction au choc osmotique de 230 mOsmol qui est effectuée en 
suivant en ajoutant 2 mL d’une solution à 120 mOsmol (sans mannitol) à 3 mL de la solution 
à 302 mOsmol, dans la cuve. 
8. Immunofluorescence 
Afin d’identifier la localisation des différentes protéines étudiées au cours de cette 
thèse, des marquages basés sur l’utilisation d’anticorps primaires et secondaires couplés à 
des fluorochromes sont effectués. Les marquages ont tous été visualisés sur un microscope 
confocal (Nikon D-Eclipse C1). La microscopie confocale permet de visualiser des objets dans 
un seul plan focal de 250 nm d’épaisseur, sans être parasité par la fluorescence des plans 
adjacents inférieurs et supérieurs, grâce à un sténopé (« pinhole » en anglais) qui bloque la 
lumière émanant des autres régions de l’échantillon. Afin d’obtenir des signaux précis, 


















































39,8 µM calcium libre
Longueur d’onde (nm)
405 nm 480 nm
A. B.
Figure 43 : A. Traces calciques pour l’indo-1 à 480 nm (haut), 405 nm (milieu) et le ratio 405/480  
(bas). B. Courbe d’émission de fluorescence de l’indo-1 lors d’une excitation à 338 nm. 





Les immunofluorescences ont été réalisées sur différents types d’échantillons : sur 
cellules isolées, sur tissu entier et sur coupes de tissu. 
A. Immunofluorescence sur cellules isolées 
Les cellules sont placées dans une plaque 96 puits à bord noir et fond fin. Après 
fixation avec 4% de paraformaldéhyde (PFA) à 4°C durant 15 min, perméabilisation et 
saturation des sites aspécifiques au PBS 1X – Tween-20 0,05% - BSA 4% (PTB 4%) pendant 45 
minutes, les CML d’AIP sont incubées toute la nuit à 4°C avec des anticorps primaires (AC ImR 
– voir le Tableau 3). L’utilisation du tween-20 est préférable à celle du Triton-X100, plus 
agressif qui a tendance a trop endommager les membranes cellulaires et les protéines s’y 
trouvant. Ici, une fixation au PFA est préférable à une fixation au méthanol qui peut lui aussi 
perturber l’intégrité des membranes. J’ai parfois observé des marquages radicalement 
différents en fonction d’une fixation au PFA ou au méthanol (comme pour RyR1 ou RyR2, par 
exemple). Le lendemain, après 2 lavages en PBS 1X, les cellules sont incubées 2 heures à 
température ambiante avec des anticorps secondaires (AC IIndR) couplés à des fluorochromes 
différents et dirigés contre les AC ImR (Alexa 546 dirigé contre les AC ImR de lapin et Alexa 488 
dirigé contre les AC ImR de souris, 1/200ème, Invitrogen). Pour les contrôles négatifs, 
l’anticorps primaire n’est pas appliqué. Lors des expériences de co-marquages, une 
réincubation avec les AC ImR est effectuée la nuit à 4°C, suivie d’une incubation avec les AC 
IIndR appropriés le lendemain. À la suite de cela, 2 lavages en PBS 1X sont opérés puis les 
noyaux sont marqués au DAPI (0,2 µg/mL, Sigma-Aldrich) pendant 5 minutes à température 
ambiante. Les cellules sont ensuite rincées au PBS 1X et imagées directement avec la plaque 
96-puits sur l’objectif à immersion à huile X60 d’un microscope confocal inversé (Nikon D-
Eclipse C1). L’acquisition des images est réalisée avec le logiciel EZ-C1 3.91. 
B. Immunofluorescence sur artère entière en « en face » 
Les artères sont disséquées puis directement incubées 30 minutes dans du PTB 4% 
additionné d’acide pluronique (1 µM) qui facilitera l’entrée ultérieure des anticorps. Après 
cette étape de blocage/saturation des sites aspécifiques, les artères sont incubées toute la 
nuit à 37°C dans des tubes fermés contenant les AC ImR dans du PTB 4% + ac. pluronique. 
Cette opération se fait à 37°C car à ce stade, les artères sont non fixées. La fixation préalable 
ne permet par la pénétration des anticorps jusque dans les couches de CML, c’est pour cette 
raison que les AC ImR sont incubés à 37°C en présence d’ac. pluronique. Le lendemain, après 
2 rinçages en PBS 1X, les artères sont fixées 15 min au PFA 4% à température ambiante, sous 
agitation rotative. Après 2 lavages en PBX 1X, le tissus est incubé avec les AC IIndR appropriés 
(1/200ème) pendant 2 heures à 37°C. L’excès d’anticorps est éliminé par 2 rinçages au PBS 1X 
puis les artères sont incubées 10 min dans du hoechst (1/500ème – Sigma –Aldrich) qui 
permet de marquer les noyaux en bleu. Le hoechst, contrairement au DAPI, pénètre plus 
facilement dans les couches cellulaires des vaisseaux. Les artères sont ouvertes 
longitudinalement et placées à plat en « en face » entre deux lamelles de verre et du liquide 




de montage (Dako fluorescent mounting medium). Les images sont acquises au microscope 
confocal (Nikon D-Eclipse C1).  
 Les premières cellules observées en « en face » sont les cellules endothéliales. 
Elles forment une monocouche dont les noyaux sont ovoïdes, d’environ 10 µm (Figure 44A). 
Elles présentent une forte expression de la connexine 43 (Cx 43), de la eNOS (principalement 
en sous-membranaire et associée à l’appareil de Golgi) et sécrètent du vWF. Lorsque l’on 
remonte dans la préparation, apparaît alors la couche de limitante élastique interne qui 
autofluoresce en vert due à la présence de collagène (Figure 44B). Cette lame élastique, 
fortement repliée, possède des fenêtres qui permettent le contact et la jonction entre CE et 
CML. En surface de la limitante élastique apparaissent les cellules musculaires lisses (Figure 
44C). Les noyaux sont plus petits, fins et sont disposés de manière perpendiculaire à ceux 


























Figure 44 : Artère intrapulmonaire (A, B et C) en « en face » sur une même artère en 
faisant varier la hauteur (z) : A. cellules endothéliales. B. lame élastique interne qui 
autofluoresce en vert. C. cellules musculaires lisses aux noyaux perpendiculaires à ceux 
des cellules endothéliales. D. Coupe transversale de 10 µm d’épaisseur d’une AIP. Les 
noyaux sont marqués en bleu. Échelle : 10 µm. 
 





C. Immunofluorescence sur coupes d’artères 
Les artères sont disséquées puis immédiatement fixées au PFA 4% pendant 15 min, 
sous agitation rotative. Après 2 rinçages au PBS 1X, les artères sont incluses dans de l’OCT 
(optimal cutting temperature compound) et le tout est placé à -20°C pour que l’OCT congèle 
avec l’artère en son centre. Des coupes d’artères de 10 µm d’épaisseur sont ensuite 
réalisées au cryostat (Leica) sur des lames Ultra Plus Super Frost. Plus les coupes sont fines 
et sans replis, plus les marquages seront uniformes. Après 2 heures de séchage des lames  à 
40°C pour permettre à l’excès d’OCT de s’évaporer, les coupes sont entourées d’un « cercle 
magique » au Dako Pen puis incubées 5 min dans du SDS 1% afin de démasquer les épitopes 
des protéines d’intérêt (300 µL/lame, pas davantage, sinon le cercle se casse). Après 2 
rinçages au PBS 1X, les coupes sont incubées dans du PTB 3% pendant 45 min afin de 
perméabiliser/saturer les sites aspécifiques. Les lames sont ensuite incubées toute la nuit à 
4°C avec les AC ImR dans une chambre humide pour éviter toute évaporation d’anticorps. Le 
lendemain, après 2 rinçages au PBS 1X, les coupes sont incubées avec les AC IIndR couplés à 
un Alexa 546 (1/200ème) pendant 2 heures à température ambiante puis rincées de nouveau 
avant d’être incubées 5 min au hoechst. Le montage avec une contre-lamelle s’effectue au 
Dako fluorescent mounting medium. Les lames sont observées au microscope confocal 
(Nikon). 
 Les artères possèdent une autofluorescence verte de la lame élastique interne qui 
forme de nombreux replis. Cette lame élastique permet de se repérer et de distinguer les 
cellules endothéliales du côté de la lumière du vaisseau, des cellules musculaires lisses sous-
jacentes (Figure 44D). 
9. Analyse de la distribution et de la colocalisation des protéines  
Afin de déterminer précisément la localisation des différentes protéines étudiées par 
immunomarquage, les cellules ont été divisées en 3 surfaces distinctes : une zone 
périnucléaire à 1,5 µm autour du noyau, une zone sous-membranaire à 1,5 µm sous la 
membrane plasmique et une zone extra-périnucléaire se situant entre les deux premières 
zones (Figure 45)18. Lorsque le noyau est proche de la membrane plasmique, cette zone à la 
fois périnucléaire et sous-membranaire est exclue de l’analyse. Avec le logiciel NIS-Elements, 
l’intensité de fluorescence dans chaque zone est quantifiée puis normalisée par rapport à 
l’intensité de fluorescence totale de la cellule, comme un ratio. 
De même, pour l’analyse de la colocalisation entre protéines, le coefficient de 
Pearson a été déterminé grâce au logiciel NIS-Elements. La colocalisation a été validée 
lorsque le coefficient est supérieur à 0,80 dans toutes les cellules testées. 
 
 













10. Western blot (WB) 
Le Western blot permet de séparer les protéines en fonction de leur poids 
moléculaire et d’apprécier leur expression relative dans différentes conditions. La majeure 
partie des protéines étudiées ici sont des protéines de haut poids moléculaire (telles que les 
RyR ~565 kDa ou Piezo1 ~290 kDa). Cependant, afin de normaliser les résultats, la β-actine, 
de bas poids moléculaire (~42 kDa), est aussi nécessaire. Il a donc fallu réaliser des gels 
gradients de 3-15% pour séparer sur un même gel les protéines de haut et de bas poids 
moléculaire.  
Les tissus (cœur, cerveau, muscle, artères) sont disséqués et homogénéisés dans un 
potter placé dans de la glace, dans du tampon d’extraction (5 mM tris-HCl pH=7,5 ; 100 mM 
NaCl ; 0.5 mM EDTA ; 5 mM orthovanate de sodium ; 1% déoxycholate de sodium ; 1% triton 
X-100 ; 1% NP-40 ; 1% SDS ; 1% inhibiteurs de protéases ; q.s.p. PBS 1X), pendant 10 minutes. 
Après homogénéisation des tissus, le surnageant est centrifugé 6 min à 4°C à 10 000 G afin 
d’éliminer les débris cellulaires restants. La quantité totale de protéines dans le surnageant 
est ensuite dosée selon le protocole de Lowry (kit Bio-rad).  
Pour l’électrophorèse, les échantillons sont repris dans du tampon de charge 
dénaturant 5X (312 mM tris-HCl pH=8.8 ; 5% SDS ; 125 mM DTT ; 0.5 mM EDTA ; 12.5% 
glycérol ; 0.005% bleu de bromophénol ; q.s.p. H2O), puis chauffés pendant 5 min à 90°C afin 
de dénaturer les protéines. Ensuite, 20 à 50 µg de protéines sont déposés dans les puits et 
mises à migrer dans un gel gradient de tris-acétate de 3-15% d’acrylamide/bisacrylamide, 
pendant 1h15, dans du tampon tris-tricine contenant du sodium bisulfite. Le tris-acétate 
permet une meilleure détection des protéines de haut poids moléculaire et le sodium 
bisulfite permet au tout de rester dans un milieu réducteur, ce qui conserve mieux les 
protéines dans le gel.  
Figure 45 : Zones d’analyse au sein 
d’une cellule. Trois zones sont définies : 
une zone sous-membranaire à 1,5 µm 
sous la membrane plasmique (en bleu). 
Une zone périnucléaire à 1,5 µm autour 
du noyau (en rouge). Une zone entre 
ces deux précédentes appelée extra-
périnucléaire. 





 Le pourcentage d’acrylamide est important pour la formation du gel. Ainsi, pour 
séparer des protéines de moyen et haut poids moléculaire (au dessus de 50 kDa), il est 
préférable d’utiliser un ratio 37,5/1 d’acrylamide/bisacrylamide. Ce ratio permettra d’avoir 
un maillage plus lâche et une meilleure diffusion des grosses protéines dans le gel. A 
l’inverse, pour les protéines de bas poids moléculaire (en dessous de 50 kDa), une solution 
de 29/1 d’acrylamide/bisacrylamide permettra d’obtenir un maillage plus resserré et ainsi 
une meilleure résolution (des bandes plus fines, une meilleure séparation des protéines 
phosphorylées,…).  
Après la migration, les protéines sont transférées en liquide (tampon tris-bicine 
contenant du sodium bisulfite, de l’EDTA et 10% d’éthanol) sur une membrane de PVDF 
pendant 19 heures à 40 V puis 1 heure à 140 V, à 4°C. Les protéines de haut poids 
moléculaire ont plus de difficulté à être transférées sur la membrane. C’est pour cette raison 
que le transfert s’effectue sur un temps long de 19 heures à faible voltage. Ce temps est 
optimal pour le transfert de protéines de plus de 200 kDa. De plus, l’utilisation de seulement 
10% d’éthanol (au lieu de 20%) évite au haut du gel qui est plus fin de se déshydrater, 
pouvant entraîner une perte d’information. 
La membrane est ensuite saturée pendant 30 min dans 2% de lait demi-écrémé 
(Régilait) dilué dans du PBS 1X – Tween-20 0,05%. La quantité de lait nécessaire au blocage 
va dépendre de l’affinité de l’anticorps. Ainsi, plus on augmente la concentration de lait, plus 
la membrane va être saturée, y compris les sites de fixation de l’anticorps. Un anticorps qui 
aura une faible affinité pour son épitope nécessitera un blocage dans moins de lait (2%) 
qu’un anticorps très affin (5%). Après cette étape, la membrane est incubée toute la nuit à 
4°C avec les anticorps primaires (Tableau 3) dilués dans du lait 2%. Le lendemain, après 3 
rinçages de 5 min chacun au PBS 1X – Tween-20  0,05%, la membrane est incubée avec les 
anticorps secondaires appropriés couplés à la péroxidase (HRP, au 1/10 000ème - Biorad), 
pendant 2 heures à température ambiante. Après 3 lavages de 5 min chacun, les protéines 
d’intérêt sont détectées par chémiluminescence (kit Millipore) grâce à une caméra Fujifilm 
LAS-3000. 
Anticorps Lot et fournisseur Dilution en IF Dilution en WB Poids moléculaire 
RyR1 XA7B6 – Millipore 1/200ème 1/1000ème 565 kDa 
RyR2 ARR-002 - Alomone labs 1/200ème 1/1000ème 562 kDa 
RyR3 ARR-003 - Alomone labs 1/200ème 1/1000ème 551 kDa 
Serca2a fourni par le Dr. Regis 
Bobe (INSERM U689 - 
Hôpital Lariboisière, Paris, 
France) 
1/200ème 1/3000ème 109 kDa 
Serca2b 1/200ème 1/3000ème 115 kDa 
Serca3a 1/200ème 1/1000ème 109 kDa 
Serca3bc 1/200ème 1/1000ème 114 kDa 
Cav-1 [7C8] ab37141 – abcam 1/500ème 1/1000ème 19 et 22 kDa 




α-SMA A5228 - Sigma Aldrich  1/500ème - 42 kDa 
Calponine  sc-28545 – Santacruz B. 1/50ème -  33 kDa 
β-actine A5316 – Sigma Aldrich  - 1/25000ème 42 kDa 
Piezo1 PT 15939-1-AP - Proteintech 1/200ème 1/1000ème 290 kDa 
vWF AB7356 – Millipore  1/500ème - 309 kDa 
eNOS 610296 – BD Bioscience  1/200ème 1/1000ème 133 kDa 
Tableau 3 : Résumé des anticorps utilisés pour l’immunofluorescence (IF) et le 
western blot (WB). 
11. Les différents inhibiteurs utilisés 
Afin de comprendre le rôle des différents récepteurs et pompes présents à la surface 
et au sein des cellules, ceux-ci sont inhibés par différents agents pharmacologiques sélectifs 
pour chacun d’eux. Les RyR sont bloqués par de fortes concentrations en ryanodine (100 
µM) et plus sélectivement, les RyR-1 et RyR-3 avec 10 µM de dantrolène. Les IP3R sont 
inhibés par 1 µM de xestospongine C. Les SERCA2a et SERCA2b sont bloquées par 1 µM de 
thapsigargine (TG) et 10 µM d’acide cyclopiazonique (CPA), respectivement. Les SERCA3 sont 
inhibées par du tBHQ (10 µM). Les canaux calciques présents à la surface des lysosomes sont 
bloqués par du Ned-19 (100 µM). Les cavéoles sont déstructurées en enlevant le cholestérol 
des membranes par de la méthyl-β-cyclodextrne (MβCD, 5 mM). Les SAC sont bloqués par la 
toxine GsMTx-4 qui s’insère dans les membranes et maintient ces canaux dans un état 
fermé ; les BKCa sont bloqués sélectivement par de l’Ibériotoxine (IbTx à 1 µM). Toutes ces 
drogues sont appliquées au moins 15 min avant les enregistrements, sauf la ryanodine qui 
est incubée 30 min et la MβCD 1 heure avant à 37°C. 
12. Tests statistiques 
Les résultats obtenus sont exprimés en moyenne ± erreur standard de la moyenne. 
Chaque expérience a été répétée plusieurs fois (le n sur chaque histogramme indique le 
nombre de cellules testées pour chaque condition et N le nombre de rats utilisés). Pour 
comparer plusieurs échantillons indépendants (supérieurs à deux), des tests non 
paramétriques (Kruskal-Wallis) et paramétrique ANOVA ont été utilisés, suivi d’un test post-
hoc de Dunnet. Des tests de Student (paramétrique) ou de Mann-Whitney (non 
paramétrique) ont également permis de comparer deux échantillons indépendants entre 




















Étude des voies de signalisation calciques induites par 
l’étirement dans les CML d’AIP  
 
Alors que dans l’AIP le tonus myogénique a été préalablement décrit sur des 
vaisseaux entiers, les voies de signalisations calciques induites par l’étirement ne sont pas 
connues au niveau cellulaire. Il est certain que l’influx de Ca2+ par les SAC contribue à 
l’augmentation de la [Ca2+]i induite par l’étirement mais qu’en est-il des réserves calciques 
intracellulaires ? Quel est l’impact d’un étirement sur l’activité des SAC et le potentiel 
transmembranaire ? Comment l’organisation des réserves calciques intracellulaires, des 
différentes isoformes de RyR et de SERCA dans les CML d’AIP permet d’amplifier un stimulus 
mécanique (étirement) ou hormonal (ET-1) de façon spécifique ? Et enfin, quelles sont les 
modifications de ces voies de signalisations dans l’hypertension pulmonaire ? 
Cette première partie de résultats permettra d’apporter des éléments de réponse à 
ces questions. Ces résultats sont présentés sous la forme d’un article paru le 15 Juillet 2014 
dans Cardiovascular Research. 
 
 
« STRETCH-INDUCED CA2+ SIGNALLING IN VASCULAR SMOOTH MUSCLE 
CELLS DEPENDS ON CA2+ STORE SEGREGATION » 










Aims: Calcium is a key second messenger that can be mobilized from both the 
extracellular medium and intracellular calcium stores. Pulmonary arterial smooth muscle 
cells (PASMC) respond to stretch by a calcium increase, a mechanism enhanced during 
pulmonary hypertension (PH). We investigated the role of the spatial organization between 
plasma membrane stretch-activated channels (SAC) and intracellular calcium stores 
(sarcoplasmic reticulum (SR), mitochondria and lysosomes) in response to stretch. 
Methods and Results: Studies were performed in freshly isolated PASMC from both 
control and two different rat models of PH (chronically hypoxic and monocrotaline-treated 
rats). Co-immunolabellings revealed that the subcellular segregation between each subtype 
of SR ryanodine receptors (RyR1, RyR2 and RyR3), SERCA2 pumps (SERCA2a and SERCA2b), 
mitochondria or lysosomes in freshly isolated PASMC, differs from control and PH PASMC. In 
control PASMC, stretching the membrane activates a Ca2+ influx through SAC. This influx is 
amplified by cell hyperpolarization, a calcium release by subplasmalemnal RyR1 and is then 
buffered by mitochondria. In two different PH rats models, the calcium response to stretch is 
enhanced due to hyper-reactivity of SAC and a greater calcium amplification by all RyR 
subtypes. 
Conclusions: The spatial organization of RyR and calcium stores in PASMC is 
important for cell signaling and plays a causal role in PH. 
 
  






The pulmonary circulation is involved in the control of the blood oxygenation by the 
lung. Characterized by a low pressure and high flow, the tone of this circulation is controlled 
by variations in the intracellular calcium concentration ([Ca2+]i) within media pulmonary 
arterial smooth muscle cells (PASMC)380, 381. Whereas signaling pathways in response to 
hormonal stimuli like endothelin-1 (ET-1) are relatively well described in intrapulmonary 
arteries (IPA)289, much less is known regarding calcium signaling pathways triggered by the 
mechanical forces developed by the blood flow382. Yet, an increase in blood pressure is felt 
by SMC and induces their contraction, a phenomenon called myogenic tone383. The latter is 
counteracted in IPA by phenomena such as vessel recruitment and distensibility in order to 
maintain a low value of pressure. However, under pathological conditions such as pulmonary 
hypertension (PH), the myogenic tone is increased and unmasked3, maybe underlying 
different cellular signaling pathways.  
While in IPA the myogenic tone mechanism was previously described in vessels3, little 
is known about calcium signaling pathways induced by stretch at the cellular level. Plasma 
membrane stretch-activated channels (SAC) are able to transduce the mechanical signal of 
stretch into a contractile response since their activation allows a calcium influx from the 
extracellular medium to the cytosol3, 41, 384. Although calcium influx through SAC 
undoubtedly contributes to the stretch-induced [Ca2+]i increase and thus vessel contraction, 
we hypothesize that intracellular calcium stores in PASMC could also be involved in this 
[Ca2+]i rise by a mechanism of calcium amplification. PASMC display a specific intracellular 
organization of calcium stores and protein partners with segregated mitochondria, 
lysosomes and proteins of the sarcoplasmic reticulum (SR). Calcium trafficking linked to SR 
stores is controlled by different proteins of the SR membrane: calcium release channels like 
ryanodine receptors (RyR1, RyR2 and RyR3) and IP3 receptors (IP3R) as well as 
Sarco/Endoplasmic Reticulum Calcium ATPase pumps (SERCA2a and SERCA2b) that re-
uptake calcium into the SR210, 213, 273, 381, 385. This segregation supports specific signaling 
pathways as described for the ET-1 calcium response240, 256, 257.  
In this study, we investigate how the spatial organization of calcium stores is 
important for cell signaling pathways in response to a mechanical stimulus e.g. stretch. 
Furthermore, we examine whether this signaling pathway is altered during pulmonary 
hypertension (PH) by using two classical animal models which mimic human PH386: (1) the 
chronically hypoxic rat that leads to PH with similar properties to human hypoxic PH and (2) 
the monocrotaline-treated rat that leads to a severe PH.  




MATERIAL AND METHODS 
Animal models 
Wistar male rats were bread in agreement with the Local Animal Care Ethics 
Committee (Comité d’Éthique Régional d’Aquitaine – referenced AP 2/11/2005). 200-350 g 
rats were randomly assigned into 3 groups: normoxic rats (Nx) were housed in ambient 
room air, chronically hypoxic rats (CH) were exposed three weeks in a hypobaric chamber 
(50 kPa) and monocrotaline rats (MCT) were intraperitoneally injected with 60 mg/kg of 
MCT. For experiments, rats were euthanized with intraperitoneal injection of pentobarbital 
sodium (190 mg/kg). 
PASMC isolation, electrophysiological recordings and microspectrofluorimetric 
measurement of [Ca2+]i 
PASMC were obtained by enzymatic dissociation of media as previously described3. 
Voltage-clamp and current-clamp recordings were made with a standard patch-clamp 
technique, coupled to a microspectrofluorimetric indo-1 setup. Cells were bathed in the 310 
mOsmol solution. The Ca2+-sensitive fluorescent probe indo-1 was used to record changes in 
[Ca2+]i in cells. Mechanical stretch was performed by applying to the back end of the patch 
pipette a negative pressure of -40 mmHg by suction3 or by an osmotic shock with a hypo-
osmotic 225 mOsmol solution (Supplementary Table 1). 
Fluorescence confocal imaging 
In real-time fluorescence imaging, fluo-4/AM (2 µM), rhod-2/AM (1 µM) and fluo-
5N/AM (10 µM) probes were used for measuring cytosolic ([Ca2+]i), mitochondrial ([Ca2+]m) 
and reticulum ([Ca2+]SR) calcium, respectively. An osmotic shock of 225 mOsmol was 
performed to induce stretch. MitoTracker® Green FM (2 µM), LysoTracker® Red DND-90 (100 
nM) and ER-Tracker™ Blue-White DPX (5 µM) were incubated in live cells for visualizing 
mitochondria, lysosomes and sarcoplasmic reticulum, respectively. PASMC were observed 
under a Nikon D-Eclipse C1 confocal scanning microscope. 
Analysis of fluorescent labeling 
For analysis, cells were subdivided into two defined areas that exclude the DAPI labeled 
nucleus: the subplasmalemnal area [S] of 1.5 µm under the plasma membrane and the 
perinuclear area [P] within 1.5 µm of the DAPI nucleus, as previously described18. When the 
nucleus was located close to the plasma membrane, this perinuclear/subplasmalemnal area 
was not analyzed. For co-immunostaining, Pearson’s coefficient was used to determine the 
colocalization level with the Nis-Elemens software. The colocalization was validated when 
the coefficient was >0.80 in all tested cells (Supplementary S7). 
Data and statistical analysis 





Results are expressed as mean ± standard error of mean (s.e.m). Statistical analysis is 
performed on cells (the number n of tested responsive cells is indicated in each bar graph 
figure). N indicated the number of rats used for each experiment. ANOVA test were 
performed to determine a statistical difference, differences with p<0.05 or p<0.01 were 
considered significant. A Student’s t test was performed for Figure 2D and a two-way ANOVA 
for Figure 5 and 6D. All statistical analysis was performed with the Prism software 
(GraphPad). 
RESULTS 
A calcium influx through SAC activates BKCa channels in PASMC from normoxic rats. 
In a cell-attached configuration, a stretch was induced by a negative pressure of -40 
mmHg applied via the patch-clamp pipette, to the plasma membrane of freshly isolated 
PASMC from normoxic rats (Nx-PASMC). At -80 mV, a stretch induced a small inward unitary 
current (Figure 1A-B) that was blocked by the specific SAC blocker GsMTx-4 (5 µM) (Figure 
1B-C). Several SAC were present under the patch-clamp pipette and thus multiple inward 
currents were recorded in the same time. At +80 mV, together with the SAC current, a large 
unitary outward current was recorded (Figure 1A-D), inhibited by Iberiotoxin (IbTx, 1 µM), a 
specific inhibitor of large conductance calcium-activated potassium channels (BKCa channels) 
(Figure 1D-E). In absence of extracellular calcium, a stretch only activated SAC currents but 
not BKCa currents (supplementary S1) pointing out that BKCa channels were not directly 
activated by stretch but by the calcium influx though SAC. 
Simultaneously with patch clamp, [Ca2+]i variations in cells were estimated with the 
indo-1/AM calcium probe. A membrane stretch induced a [Ca2+]i increase which was 
concomitant with SAC and BKCa activities (Figure 1A, bottom). This [Ca2+]i increase was 
reduced in the presence of IbTx (Figure 1F) and abolished in absence of extracellular calcium 
(Supplementary S1). Altogether, these data suggest that a stretch induces a calcium influx 
through SAC which, in turns, directly activates BKCa channels since a depletion of internal 
calcium stores with cyclopiazonic acid (CPA, 10 µM), a SERCA inhibitor, did not alter BKCa 
activity observed after a stretch (Figure 1D-E). 
Alteration of SAC and BKCa channels activities in PASMC from PH rats. 
When the same stretch was applied in CH or MCT-PASMC the SAC current was 
enhanced in comparison with that observed in Nx-PASMC (Figure 1B-C). By contrast, BKCa 
current was reduced in CH-PASMC but unchanged in MCT-PASMC (Figure 1D-E). The [Ca2+]i 
increase observed after a stretch was greater in PASMC from PH rats than in Nx ones (Figure 
1F). This may suggest that PASMC from PH rats, present a hyper-reactivity to stretch. Same 
results were obtained by measuring whole-cell currents after an osmotic shock of 225 
mOsmol (Supplementary S2), a common used protocol used for stretch cells. 





Figure 1. A calcium influx through SAC activates BKCa channels in Nx and PH PASMC. Stretch is 
applied by a depression of -40 mmHg in a patch clamp pipette in a cell-attached configuration. A. Top: 
Voltage clamp protocol. Middle: In a Nx- PASMC, in a cell-attached configuration, a stretch induces 
inward currents (through SAC at -80 mV) followed by outward currents (through BKCa channels at 
+80 mV). Bottom: Simultaneously, the stretch induces a [Ca2+]i increase. B and D. Example of unitary 
inward (B) and outward currents (D) before and after a stretch in Nx, CH and MCT PASMC, in absence 
or presence of GsMTx-4 (5 μM), IbTx (1 μM) or CPA (10 μM). C and E. Summary of the open 
probability of unitary inward (C, N=3-5) and outward currents (E, N=3-5), after a stretch. F. Amplitude 
of the calcium peak induced by a stretch is enhanced in CH or MCT PASMC as compared to Nx ones 
(N=3-5).* indicates a significative difference for p<0.05 with the Nx condition. 
 





The activation of BKCa channels by an osmotic shock hyperpolarized the plasma 
membrane potential of Nx-PASMC. This cellular hyperpolarization was reduced in CH-PASMC 
in accordance with the reduced activity of BKCa channels previously observed (Figures 1E) 
but unchanged in MCT-PASMC (Supplementary S3). 
Sarcoplasmic reticulum calcium stores are involved in the stretch-induced calcium 
response. 
We further studied the involvement of intracellular calcium stores in stretch-induced 
[Ca2+]i increase. Firstly, we examined the subcellular segregation of each calcium stores using 
live fluorescent probes. In Nx-PASMC, whereas the SR was distributed in the whole cell area 
(in blue), mitochondria (in green) were present in a subplasmalemnal area and lysosomes (in 
red) were mostly present around the nucleus (N), forming two distinct clusters (Figure 2A). 
By contrast, in PH-PASMC, mitochondria and lysosomes are distributed both in 
subplasmalemnal and perinuclear areas (Figure 2A). 
Secondly, real-time fluorescence imaging for [Ca2+] in the cytosol ([Ca2+]i) and 
mitochondria ([Ca2+]m) was measured by a confocal microscope using fluo-4/AM and rhod-
2/AM (Supplementary S4), respectively. [Ca2+] increases were measured in two distinct 
areas: subplasmalemnal ([S]) and perinuclear ([P]) (Figure 2B). In Nx-PASMC, a stretch 
induced by an osmotic shock (225 mOsmol solution) increased [Ca2+]i of 58 ± 18% in the 
subplasmalemnal area which was followed by a minor perinuclear calcium increase of 10 ± 
6% (Figure 2D and Supplementary S4B). Simultaneously with the cytosolic calcium rise, the 
[Ca2+]m was increased in subplasmalemnal mitochondria (Figure 2B-C).This indicates that 
mitochondria do not participate to the stretch-induced [Ca2+]i rise but rather buffer it. 
Thirdly, in order to investigate the implication of the SR calcium in the stretch-
induced [Ca2+]i increase, [Ca2+]i variations was measured with the ratiometric calcium probe 
indo-1/AM. An osmotic shock induced a rapid calcium increase in Nx-PASMC (Figure 3A). 
This [Ca2+]i response was strongly reduced by GsMTx-4 (5 µM) and completely abolished in 
absence of extracellular calcium (Figure 3B). Ryanodine (an inhibitor of all RyR subtypes, 100 
µM) and dantrolene (RyR1 and RyR3 antagonist 14, 10 µM) (Figure 3A-B) reduced osmotic-
shock induced [Ca2+]i increase of 24%. By contrast, the calcium response to an osmotic shock 
remained unaffected in presence of the IP3 receptor (IP3R) antagonist xestospongin C (1 µM) 
or L-type voltage gated calcium channel (VGCC) inhibitor nicardipine (1 µM) (Figure 3B). 
Likewise, lysosomes are not implicated in this calcium response since blockade of lysosomal 
calcium channels with trans-Ned-19 268, 269 (100 µM) did not modify the [Ca2+]i response 
(Figure 3B). These data indicate that RyR, and, more precisely, RyR1 or RyR3 of the SR, are 
implicated in the stretch-induced [Ca2+]i increase via a calcium-induced calcium release 
mechanism (CICR) initiated by the calcium influx through SAC. 
  





Figure 2. Osmotic shocks increase [Ca2+]i in a subplasmalemnal area which is buffered by subplasmalemnal 
mitochondria. A. Mitochondria, lysosomes and sarcoplasmic reticulum are stained in green, red and blue, 
respectively. In Nx- PASMC, mitochondria are present in a subplasmalemnal area whereas lysosomes are mostly 
present around the nucleus. In CH or MCT-PASMC, mitochondria and lysosomes are distributed in the whole cell 
area. N indicates nucleuses locations. Scale bar: 10 μm. B. Panel serie of images of fluo-4/AM ([Ca2+]i in green) 
and rhod-2/AM (mitochondrial calcium ([Ca2+]m) in red) recorded in an isolated CH-PASMC after an osmotic 
shock of 225 mOsmol at the confocal microscope. N indicates the nucleus, [S] the subplasmalemnal calcium area 
and [P] the perinuclear calcium area. C. Curve representing the [Ca2+]i and [Ca2+]m as the ratio F/F0, during time. 
D. Summary of the amplitude of the calcium peak observed in Nx (N=4-8), CH (N=5) and MCT (N=5) rat PASMC 
subplasmalemnal (S) and perinuclear (P) areas. Osmotic shocks in Nx and CH PASMC or an acute application of 
CPA (10 μM, 20 sec) induce a greater [Ca2+]i in the suplasmalemnal area than in the perinuclear one. An acute 
application of ET-1 (100 nM, 20 sec), TG (1 μM, 20 sec) or osmotic shocks in MCT PASMC induce a calcium rise 
simultaneously and in equal concentration in the whole cell (both S and P areas). * indicates a significative 
difference for p<0.05 between the subplasmalemnal and perinuclear areas. NS: non significative. 
 





Calcium amplification by SR is enhanced in MCT but not in CH-PASMC. 
In PH rats, the calcium response to an osmotic shock was higher in both CH and MCT 
rats; and even higher in MCT rats than in CH rats (Figure 3D-F). As for Nx-PASMC, calcium 
responses in PH-PASMC were reduced by GsMTx-4, ryanodine and dantrolene but also by 
xestospongin C (Figure 3D-F). Furthermore, RyR’s and IP3R’s antagonists reduced the calcium 
response by 28% in CH-PASMC but by 62% in MCT-PASMC, whereas it was reduced by 24% 
in Nx-PASMC (Figure 3). These data indicate that amplification by RyR and IP3R is more 
important in PASMC from MCT rats, than from CH or Nx rats. In accordance with this greater 
calcium amplification by SR observed in MCT-PASMC (Figure 3F), an osmotic shock induced a 
[Ca2+]i increase both in subplasmalemnal and perinuclear areas (64 ± 16% and 52 ± 14%, 
respectively) (Figure 2D and Supplementary S4C). By contrast, in CH-PASMC, the [Ca2+]i 
increased by 117 ± 23% in a subplasmalemnal area was followed by a perinuclear increase by 
23 ± 13% (Figure 2B-C-D). As observed for Nx rats, [Ca2+]m increased after an osmotic shock 
in PH-PASMC (Figure 2C and Supplementary S4C).  
RyR and SERCA2 pumps are segregated in PASMC from normoxic and PH rats. 
To better understand the involvement of RyR subtypes in local calcium variations 
observed after an osmotic shock, we examined their subcellular segregation in freshly 
isolated PASMC. Because SR calcium homeostasis is also controlled by the activity of SERCA2 
pumps, co-immunostaining for RyR subtypes (RyR1, RyR2 and RyR3) and SERCA pumps 
(SERCA2a and SERCA2b) were performed.  
In Nx-PASMC, the three RyR subtypes expressed were differentially distributed. RyR1 
was the only subtype present in the subplasmalemnal area and did not colocalize with RyR2 
(Figure 4A) and RyR3 (Figure 4B) which were present in the whole cell and in the perinuclear 
region, respectively. SERCA2b pumps were present in a subplasmalemnal region and 
colocalized with RyR1 (Figure 4C); whereas SERCA2a were in the perinuclear region, and 
colocalized with RyR3 (Figure 4D). SERCA2a and SERCA2b formed two distinct clusters and 
they did not colocalize together (Figure 4E).  
In CH-PASMC, the labeling for RyR1 and RyR2 was the same as in Nx rats (Figure 4A). 
However, RyR3 had both a perinuclear and a subplasmalemnal labeling, even if, in this latter 
area RyR3 did not colocalize with RyR1, still forming two distinct clusters (Figure 4B). 
Besides, RyR1 still colocalized with SERCA2b in the subplasmalemnal level (Figure 4C) and 
RyR3 with SERCA2a both in perinuclear and subplasmalemnal areas (Figure 4D). By contrast, 
the subcellular expression of RyR and SERCA2 in MCT-PASMC was completely different since 
RyR and SERCA2 were redistributed in the whole cell SR without any defined pattern. That is, 
RyR1 colocalized with RyR2, RyR3 and SERCA2b in the cell and RyR3 colocalized with 
SERCA2a at both perinuclear and subplasmalemnal levels. Figure 4F schematically  






Figure 3. Involvement of SR in calcium responses to an osmotic shock in normoxic, CH and 
MCT rats. Original traces (A, C, E) and summary bar graph responses (B (N=4-15), D (N=4-15), F 
(N=4-6)) of osmotic shock induced calcium response measured with indo-1 in Nx-PASMC (A, B) 
CH-PASMC (C, D) and MCT-PASMC (E, F); with 2 mM extracellular calcium. For all rats, calcium 
responses are significantly smaller in presence of GsMTx-4 (5 μM), ryanodine (RYA, 100 μM), 
dantrolene (DT, 10 μM) but not altered trans-Ned-19 (Ned-19, 100 μM), nicardipine (1 μM). In 
Nx-PASMC, the responses are completely abolished in absence of extracellular calcium (+ 1 mM 
EGTA). In CH-PASMC and MCT-PASMC, calcium responses are also reduced by Xestospongin C 
(XestoC, 1 μM) and methyl-β-cyclodextrin (MβCD, 5 mM). * indicates a significative difference 
for p<0.05 with the condition without any inhibitor for Nx, CH, MCT -PASMC. # indicates a 
significative difference for p<0.05 with the Nx condition, $ with the CH condition. NS: non 
significative. 
 





summarizes the distribution of RyR and SERCA2 in Nx, CH and MCT rats and statistical 
analysis for localization and colocalization is illustrated in Supplementary S6 and S7. 
RyR1 and SERCA2b are involved in the calcium response to an osmotic shock in Nx and CH 
rats. 
Immunolabelings in Nx-PASMC has shown that RyR1 is associated with SERCA2b in a 
subplasmalemnal area whereas RyR3 is associated with SERCA2a in a segregated perinuclear 
zone (Figure 4), forming two discrete stores. A previous study shown that, in PASMC, 
cyclopiazonic acid (CPA) preferentially inhibit one ER store refilled by SERCA2b pump 
whereas thapsigargin (TG) a distinct ER store refilled by SERCA2a240 (Supplementary S8). Yet, 
acute application of CPA (10 µM) increased [Ca2+]i mainly in a subplasmalemnal area 
whereas TG (1 µM) elicited also a calcium rise in a perinuclear region (Figure 2D). Therefore, 
CPA is able to empty RyR1-containing SR calcium stores and TG to empty RyR3-containing SR 
calcium stores.  
Figure 5 shows that osmotic shock-induced [Ca2+]i increase was reduced by CPA but 
not by TG, indicating that the RyR subtype involved in the CICR is the RyR1 subtype. 
By contrast to osmotic shock-induced calcium responses, ET-1 which increases [Ca2+]i 
via a RyR3 dependent pathway induced a calcium increase which was only inhibited by TG 
and not by CPA (Supplementary S5). 
In CH-PASMC, although RyR1 and RyR3 were present in the subplasmalemnal area, 
they constituted two different clusters and each subtype was still associated to a specific 
SERCA pump, as in Nx rats. Thereby, CPA was still able to empty RyR1 SR calcium stores and 
TG, RyR3 ones. Osmotic shock-induced [Ca2+]i responses were only reduced by CPA but not 
by TG (Figure 5), showing that, in PASMC from CH rats, RyR1 is, again, the RyR subtype 
involved in the CICR mechanism. In MCT-PASMC, where the subcellular localization of RyR 
subtypes and SERCA2 pumps is diffused and where the CICR is greater, both TG and CPA 
were able to reduce by 62% calcium responses to an osmotic shock (Figure 5). 
Another calcium store is present in PASMC from PH rats.  
When an osmotic shock is applied in the absence of extracellular calcium, no calcium 
response is observed in Nx-PASMC (Figure 3), but in CH-PASMC, a calcium increase is 
measured (Figure 6). This calcium increase is reduced by GsMTx-4, ryanodine, dantrolene, 
xestospongin C, CPA and TG but not by nicardipine, a Ca2+ and Na+ free solution or trans-
Ned-19 (Figure 6B). SR calcium is implicated in this response because an osmotic shock 
induced a depletion of SR calcium (measured with the fluo-5N probe) in absence of 
extracellular calcium only on CH rats (Figure 6D). Finally, we observed that caveolae are 
essential in these calcium responses because they were fully inhibited when cells were pre-
treated with the caveolae disrupter MβCD (5 mM, Figure 6A-B). These data indicate that an  






Figure 4. Immunolabeling of RyR and SERCA pumps in Nx, CH and MCT rat PASMC. Images 
showing the distribution labeling of RyR1 (green), RyR2 (red), RyR3 (red), SERCA2a (green) and 
SERCA2b (red) and co-immunostainings between these proteins, as indicated (A. RyR1 and 
RyR2; B. RyR1 and RyR3; C. RyR1 and SERCA2b; D. SERCA2a and RyR3; E. SERCA2a and SERCA2b) 
in PASMC from Nx, CH and MCT rats. Arrow heads indicate some staining points. Nucleuses are 
stained in blue by DAPI. Scale bar: 10 μm. In Nx PASMC, RyR1 colocalize with SERCA2b in the 
subplasmalemnal area whereas RyR3 colocalize with SERCA2a in the perinuclear area. In CH 
PASMC, RyR1 colocalize with SERCA2b in perinuclear area in distinct clusters than RyR3 and 
SERCA2a which are present both in perinuclear and subplasmalemnal levels. In MCT PASMC, 
RyR subtypes and SERCA2 pumps are expressed in both areas. F. Schematic representation of 
the distribution of RyR subtypes and SERCA2 pumps summarizing immunostaining from A to E. 
 

















additional mechanism is present in PH rats involving caveolae. This was further confirmed by 
the fact that osmotic shock-induced [Ca2+]i response in presence of extracellular calcium 
were also strongly reduced by MβCD in PH-PASMC (Figure 3D), but not in Nx-PASMC (Figure 
3B). 
DISCUSSION 
We report that the specific spatial organization of calcium stores is important for 
specific calcium responses, according to the stimulus. Our study also reveals that calcium 
responses to stretch are increased under pathological conditions like PH and that this 
increase is associated to a different spatial distribution of RyR subtypes. 
Stretch of PASMC by either a patch-clamp pipette or an osmotic shock activates SAC 
as we previously described 3. The stretch induces a calcium entry through SAC that directly 
activates iberiotoxin-sensitive potassium channels (BKCa channels). The potassium efflux 
through BKCa channels leads to cell hyperpolarization and increases the electrochemical 
gradient for calcium ions. By this mean, when SAC are activated and PASMC stretched, the 
hyperpolarization amplifies the calcium entry through SAC and thus cell contraction11. 
Stretch-induced hyperpolarization also explains why VGCC are not implicated in the stretch-
induced calcium response, as revealed by the absence of effect of VGCC antagonist 
nicardipine on stretch-induced [Ca2+]I increase. 
  
Figure 5. Osmotic shocks calcium responses in presence of CPA or TG in PASMC. Bar graph summary of 
[Ca2+]i responses measured by indo-1 after an osmotic shock in control condition or in the presence of 
cyclopiazonic acid (CPA, 10 μM) or thapsigargin (TG, 1 μM) in Nx (N=8-15), CH (N=8-15), MCT-PASMC 
(N=4-6). [Ca2+]i responses are reduced in the presence of CPA and enhanced in the presence of TG as 
compared to the control condition, in PASMC from Nx and CH rats. In PASMC from MCT rats, [Ca2+]i 
responses to an osmotic shock are both reduced by CPA or TG. # indicates a significative difference for 
p<0.05 with the Nx CTRL condition, $ with the CH condition and * with the Nx, CH or MCT CTRL condition 
without any inhibitor. 
 






Figure 6. [Ca2+]i responses to osmotic shocks in PASMC from PH rats in absence of 
extracellular calcium. A. [Ca2+]i responses measured by indo-1 recorded in a CH rat 
PASMC following an osmotic shock of 225 mOsmol in absence of extracellular calcium 
+ 1 mM EGTA and with methyl-β cyclodextrin (MβCD). B. and C. Summary of the 
amplitude of the calcium peak observed after an osmotic shock in PASMC from CH (B: 
N=3-10; C: N= 4-10). D. Curve representing the [Ca2+]SR as the ratio F/F0 during time 
after an osmotic shock. [Ca2+]SR is measured by confocal microscope with the fluo-5N 
probe. The [Ca2+]SR decrease after an osmotic shock in CH-PASMC (n=6, N=3) but not 
in Nx-PASMC (n=6, N=3). 
 


















In PASMC, we show that RyR1 are implicated in calcium release from the SR by a CICR 
mechanism after a stretch. RyR1 associated to SERCA2b are only present in subplasmalemnal 
SR whereas RyR3 and SERCA2a are expressed within the depth of the cell, around the 
nucleus. A similar subcellular localization pattern of RyR1/2 and RyR3 has been described in 
airway smooth muscle cells 387 but it is not ubiquitous in smooth muscle cells as in cerebral 
arteries RyR2 is the most expressed isoform in the subplasmalemnal area 14. This segregation 
between RyR1 and RyR3 has previously been described in PASMC 388 but we extend these 
findings by showing that RyR3 are actually present in a different cluster from RyR1 since they 
do not colocalize together. Thereby, this spatial segregation of RyRs accounts for specific 
signaling pathways. For example, ET-1 allows a calcium leak from perinuclear lysosomes 
which is amplified by perinuclear RyR3 240, 257. We confirmed that ET-1-induced calcium 
response is inhibited only when RyR3 associated calcium stores are emptied using TG. By 
contrast, our experiments show that the stretch amplification response by RyR1 is only 
inhibited by CPA; the exact opposite response to what is observed for ET-1. To confirm the 
involvement of RyR1 and SERCA2b, we also show that acute application of CPA or osmotic 
shock induces a calcium rise mostly in a subplasmalemnal region where only RyR1 are 
expressed and where the contractile apparatus is located in freshly isolated PASMC389 
(Supplementary S4D). Besides, it is noteworthy that previous results in PASMC indicate that 
RyR2 are involved in TRPV4 channels dependent calcium responses66. 
Figure 7. Summary of signaling pathways to stretch in Nx, CH and MCT-PASMC. In normal rats, a stretch 
activates and allows a calcium influx through plasma membrane stretch-activated channels (SAC). This calcium 
entry activates RyR1 of the subplasmalemnal sarcoplasmic reticulum (SR) which allow a calcium amplification by 
this SR. In the same time, the calcium influx through SAC activates BKCa channels, a potassium efflux  that 
hyperpolarizes the cell plasma membrane which in turn facilitates the calcium entry through SAC. Besides, the 
cytosolic calcium increase is rapidly buffered by subplasmalemnal mitochondria. Conversely to stretch, the 
activation of endotheline-1 receptors by endotheline-1 (ET-1) induces the production of NAADP. As previously 
reported18, the NAADP will activate lysosomal calcium channels which will activate perinuclear RyR3 and allow a 
calcium leak from this SR. In chronically hypoxic rats, the same mechanism of calcium influx through SAC that 
activate subplasmalemnal RyR1 is present but with also the involvement of calcium sensitive IP3 receptors (IP3-
R). Furthermore, a calcium leak from the SR is observed without the involvement of extracellular calcium but 
involving caveolae. In monocrotaline rats, the calcium influx through SAC which also involve caveolae will 
activate more RyR subtypes  and greater calcium amplification in the whole cell area is observed. 
 




Finally, the subcellular organization of other calcium stores than SR (mitochondria 
and lysosomes) also contributes to the specificity of signaling pathways. In freshly isolated 
PASMC, we show that mitochondria are mostly located in a subplasmalemnal area whereas 
lysosomes are present in a perinuclear zone. Mitochondria do not contribute to the calcium 
increase induced by stretch but rather reduce the calcium spread by buffering the cytosolic 
calcium, probably to maintain the calcium homeostasis. Besides, lysosomes do not 
participate to the stretch-induced [Ca2+]i rise but rather to the calcium signaling pathway for 
ET-1, as previously described256. 
These results were obtained in freshly isolated cells which shape are rounded, as 
compared to the more elongated shape observed in intact vessels. This change in the 
morphology of cells is linked to the dissociation process. 
With respect to pathophysiological conditions such as PH, PASMC, from both CH and 
MCT rats exhibit higher calcium responses to stretch, leading to a greater contraction of IPA, 
as previously shown3. This increased calcium response is due to a combination of three 
factors. (1) SAC from PH rats are hyperresponsiveness to membrane stretch and allow a 
higher calcium influx. (2) The CICR amplification by the SR is enhanced. In MCT-PASMC, all 
RyR subtypes and SERCA2 pumps are redistributed in the whole cell area and participate to a 
greater amplification by 62% instead of 24% in Nx-PASMC. Previous studies show that MCT 
rats develop a more severe PH than CH rats and this may result from this stronger 
reorganization of SR calcium proteins. Furthermore there is also a calcium amplification by 
IP3Rs. A likely hypothesis is that calcium itself, because of its larger concentration, could 
activate IP3R which are calcium sensitive390. (3) In CH-PASMC, the amplification mechanism is 
different due to a specific coupling between SAC and RyR. The calcium increase in the 
subplasmalemnal level in CH-PASMC is able to only activate RyR1 but not RyR3 (since only 
CPA, and not TG, is able to reduce calcium responses; Figure 5). A hypothesis could be that 
SAC and RyR1 are strongly coupled in CH rats. Caveolea are good candidates to participate to 
this coupling by forming a complex microenvironment adequate for bringing closer 
membrane SAC and SR RyR1. We show in CH-PASMC, that the caveolae disrupter MβCD 
strongly reduces stretch-induced calcium responses (but not in Nx-PASMC), possibly by 
separating SAC and RyR1. If SAC are physically coupled to RyR1, a change in SAC 
conformation will subsequently activate RyR1 leading to calcium leak from subplasmalemnal 
SR, without the contribution of extracellular calcium, as we shown (Figure 6). Depletion of SR 
calcium store (measured with the fluo-5N probe271) during stretch without extracellular 
calcium confirm that SAC could be coupled to SR by a mecanism different of CICR. Similar 
calcium responses to an osmotic shock in absence of extracellular calcium were previously 
observed in CH-PASMC 32 but we further show that these responses are completely 
abolished with the caveolae disrupter MβCD. Furthermore, in MCT rat IPA and in human PH, 
caveolin-1 expression is augmented in SMC5, 362 suggesting that caveolae are important in 
the pathogenesis of PH and can participate to increase the myogenic tone. 





Altogether, these findings suggest that, for each stimulus, PASMC can mobilize a 
segregated calcium store independently and produce a biological response precisely adapted 
to the stimulation received by the pulmonary artery (summarized in the Figure 7). Indeed, 
we have shown by co-immunostaining and functionally experiments that (i) in the 
subplasmalemnal area, RyR1 are associated to SERCA2b and mitochondria to respond to a 
mechanical stretch stimulus, whereas (ii) in the perinuclear region, RyR3 are associated to 
SERCA2a and lysosomes which are recruited by ET-1. Moreover, in PH-PASMC, the 
equilibrium between the stimulus and the biological response is shifted to a greater calcium 
increase and in fine, to a larger IPA contraction mainly due to a hyperreactivity of SAC, a 
reorganization of all calcium stores and caveolae. 
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Supplementary S1. BKCa channels are not directly activated by stretch. Top: Voltage 
clamp protocol. Middle: current trace observed in a Nx rat following a stretch induced 
by a depression of -40 mmHg in a patch clamp pipette in a cell-attached configuration, 
without extracellular calcium + 1 mM EGTA followed by a caffeine (RyR activator) 
application. Bottom: simultaneous [Ca2+]i measurement with the indo-1 calcium probe. 
When a stretch is applied, inward SAC currents are recorded but neither outward Kca 
current and calcium response is observed. Acute application of caffeine (10 mM) 
induce a rapid [Ca2+]i rise with a simultaneous activation of KCa channels (outward 
current) showing that BKCa channels were present under the patch-clamp pipette. 
 






Supplementary S2. An osmotic shock activates SAC and BKCa channels. Experiments 
were performed in a whole-cell configuration and stretch is induced by an osmotic 
shock of 225 mOsmol. A. in a Nx rat PASMC, an osmotic shock of 225 mOsmol induces 
an inward current at negative potentials and an outward current at positive potentials. 
B. and C. Summary of the amplitude of inward currents (B) and outward currents (C) 
observed after an osmotic shock in Nx, CH and MCT PASMC, in absence or presence of 
GsMTx-4 (5 µM) or IbTx (1 µM). Current amplitude of the inward SAC currents inhibited 
by GsMTx-4 toxin is greater in CH and MCT PASMC as compared to Nx cells. Current 
amplitude of the outward BKCa current inhibited by IbTx is smaller in CH PASMC as 
compared to Nx and MCT cells. * indicates a significative difference for p<0.05 with the 
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Supplementary S3. An osmotic shock induces PASMC hyperpolarization. A. Example 
of a hyperpolarization trace observed in a Nx-PASMC after an osmotic shock of 225 
mOsmol (current clamp mode). E. Summary of the induced transmembrane changes 
after an osmotic shock in Nx, CH and MCT-PASMC in absence or presence of IbTx (1 
µM). In Nx-PASMC, an osmotic shock hyperpolarized the plasma membrane. In the 
presence of IbTx (1 µM), it induced a depolarization by unmasking the positive ionic 
entry through SAC thus demonstrating that the hyperpolarization was due potassium 
efflux through BKCa channels. This cellular hyperpolarization was reduced in CH-PASMC  
in accordance with the reduced activity of BKCa channels previously observed but 














































































Supplementary S4. [Ca2+]i and [Ca2+]m measurements after osmotic shocks in PASMC. 
A. The mitochondrial calcium in red measured with rhod-2 colocalize with the green 
fluorescence of MitoTracker Green in a Nx-PASMC. N indicates the nucleus. B-C. Panel 
serie of images of fluo-4 ([Ca2+]i in green) and rhod-2 ([Ca2+]m in red) recorded in 
isolated PASMC from Nx (B) and MCT (C) rats after an osmotic shock of 225 mOsmol. N 
indicates the nucleus, [S] indicates the subplasmalemnal area and [P] perinuclear area. 
D. Immunolabeling for α-smooth muscle actin (α-SMA) in green and calponin in red. 
Nucleuses are stained in blue by DAPI. Scale bar: 10 µm. α-SMA and calponin colocalize 
in the subplamsmalemnal area in freshly isolated PASMC from Nx, CH and MCT rats. 
 



























Supplementary S5. Calcium response to ET-1 involve lysosomes and RyR3 SR stores. 
A. indo-1 calcium response observed in a Nx-PASMC following an acute application of 
endothelin-1 (ET-1, 100 nM) is unchanged in the presence of cyclopiazonic acid (CPA, 
10 µM) but abolished in the presence of thapsigargine (TG, 1 µM) as compared to the 
control condition. B. Summary of the amplitude of the calcium peak observed after an 
application of ET-1 (100 nM) in Nx PASMC. Calcium responses are significantly smaller 
in presence of dantrolene (DT, 10 µM), TG (1 µM) and trans-Ned-19 (Ned-19, 100 µM), 
but not significantly altered by CPA (10 µM). * indicates a significative difference for 
p<0.05 with the control condition without any inhibitor. 
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Supplementary S6. Summary bar graph of Serca and RyR distribution in Nx, CH and 
MCT-PASMC. A. (Nx) B. (CH) C. (MCT) bar charts summarizing the labeling patterns 
shown in Figure 4. It shows the density of labeling (fluorescence intensity normalized 
to the cell surface and total fluorescence intensity of the cell) in subplasmalemnal area 
[S] or perinuclear area [P] for Serca2a, Serca2b, RyR1, RyR2 and RyR3. * indicates a 
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[S]: subplasmalemnal area; [P]: perinuclear area













Supplementary S7. Summary 
table of the Pearson’s coefficient 
between the different RyR and 
Serca2 isoforms. For co-
immunostainings, Pearson’s 
coefficient ± S.E.M. was 
determined with the Nis-Elemens 
software. The colocalization was 
validated when the coefficient was 
>0.80 in all tested cells (n=10 cells 
at least for each condition). 
 
Nx rats RyR-2 RyR-3 Serca2b
RyR-1 0.73 ± 0.02 0.44 ± 0.06 0.90 ± 0.01
Serca2a - 0.91 ± 0.01 0.65 ± 0.01
CH rats RyR-2 RyR-3 Serca2b
RyR-1 0.78 ± 0.07 0.63 ± 0.05 0.91 ± 0.01
Serca2a - 0.85 ± 0.02 0.60 ± 0.01
MCT rats RyR-2 RyR-3 Serca2b
RyR-1 0.91 ± 0.01 0.89 ± 0.02 0.88 ± 0.01
Serca2a - 0.82 ± 0.08 0.93 ± 0.01
Supplementary S8. Calcium responses to caffeine. indo-1 calcium response observed 
in a Nx-PASMC following an acute application of caffeine (10 mM) is partially inhibited 
in the presence of cyclopiazonic acid (CPA, 10 µM) or thapsigargine (TG, 1 µM) as 
compared to the control condition; but fully inhibited by the combination of both CPA 
and TG. Caffeine-induced calcium responses are inhibited by RyR antagonists 
(ryanodine – RYA (100 µM) and Dantrolene (DT – 10 µM)) but not by an IP3R antagonist 
(Xestospongine C – XestoC (1 µM)). * indicates a significative difference for p<0.05 with 
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Supplementary S9. Western blot for SERCA2 and RyR. Serca2a and Serca2b antibodies 
only detect a single band at the expected size in pulmonary arteries and in tissues that 
express a lot of each isoform (heart and skeletal muscle for Serca2a; and heart and 
brain for Serca2b). These antibodies did not cross react each other as Serca2a antibody 
only detect a band at 109 kDa whereas Serca2b antibody only detect a single higher 
band at 115 kDa. 
RyR1 antibody detect a single band at 565 kDa in skeletal muscle of rat leg. In heart 
lysate this band is not present. RyR2 antibody detect a single band at 565 kDa in heart. 
In skeletal muscle this band is not present. RyR3 antibody detect a band around 550 
kDa in brain, as expected.  
 




Quelques résultats supplémentaires pour compléter ceux de l’article 
1. Activité des SAC et des BKCa en fonction du degré d’étirement 
En configuration cellule attachée, plus on augmente les dépressions dans la pipette 
de patch, plus l’activité des SAC et des BKCa augmente. Ceci suggère que plus l’étirement est 
important, plus il y aura de SAC activés qui vont s’ouvrir et faire entrer du Ca2+ dans la 


















Figure 46 : Courants entrant par les SAC (A) et courants sortant par les BKCa (B) à la 
suite d’étirements de 0 à -60 mmHg par une pipette de patch contenant 2 mM CaCl2 en 










A. SAC (-80 mV) B. BKCa (+80 mV)






A. Localisation des récepteurs à l’IP3 sur les CML d’AIP 
Les trois isoformes des récepteurs à l’IP3 semblent être exprimés dans les CML d’AIP 
fraîchement dissociées de rats. Seule l’isoforme IP3R2 semble être moins exprimée 
(marquage beaucoup plus faible que les IP3R1 et IP3R3). Toutes les isoformes sont exprimés 
dans une zone sous-membranaire, proche de RyR1 (Figure 47). 
De plus, la localisation des IP3R n’est pas modifiée chez les rats HC ou MCT, 
contrairement à RyR1 qui présente une sublocalisation cellulaire diffuse chez les rats MCT 












































Figure 47 : Immunomarquage de RyR1 
(vert) et des récepteurs à l’IP3 (IP3R – 
rouge) de type 1 (A), 2 (B) et 3 (C) sur des 
CML d’AIP de rats normaux, HC et MCT. 
Toutes les isoformes de IP3R sont 
exprimées dans les cellules dans une zone 
sous-membranaire. A noter que le 
marquage de IP3R2 est très faible 
comparé aux autres. Les anticorps 
proviennent de chez SIGMA. Les noyaux 
sont marqués en bleu au DAPI. 
 




B. Marquage des RyR et SERCA2 sur artères entières 
Afin de confirmer la localisation des RyR et des SERCA2 observée sur cellules 
fraîchement dissociées, des immunomarquages ont été réalisés sur des AIP entières en en 
face. Les protéines (RyR et SERCA2) sont marquées en rouge et les noyaux des CML en bleu 
au Hoestch. On observe que RyR1 et SERCA2b semblent être exprimés dans une zone 
périphérique dans les CML alors que RyR3 et SERCA2a ont une localisation plus proche des 






























Figure 48 : Marquage en en face sur AIP de rats Nx de RyR1, RyR2, RyR3, SERCA2a et 
SERCA2b en rouge. En vert on a l’autofluorescence de la limitante élastique interne. Les 
noyaux sont marqués en bleu au DAPI. Comme pour les cellules fraichement dissociées, 
RyR1 et SERCA2b semblent être localisés plutôt dans une région périphérique des 
cellules, alors que RyR3 et SERCA2a seraient dans une région proche du noyau. RyR2 
présente un marquage plus diffus dans les cellules. 





3. Réponses calciques sans Ca2+ extracellulaires chez les rats MCT 
Chez les rats HC, on observe des réponses calciques au choc osmotique alors qu’il n’y 
a pas de Ca2+ dans le milieu extracellulaire. Ces réponses font en partie intervenir les 
réserves du réticulum sarcoplasmique et les cavéoles. 
Chez les rats MCT, on observe également le même type de réponse. Elles font 
également intervenir les cavéoles car elles sont inhibées par la MβCD mais, contrairement 
aux rats HC, elles ne feraiant pas intervenir le RS (Figure 49). En effet, elles ne sont pas inhibées 




















Figure 49 : A. Moyennes de l’amplitude du pic calcique mesuré en indo-1 observé après 
un choc osmotique de 225 mOsmol dans des CML d’AIP de rats MCT, en l’absence de 
Ca2+ extracellulaire + 1 mM EGTA. * indique une différence statistiquement significative 
avec MCT sans inhibiteurs. NS : non significatif. RYA : ryanodine (100 µM), DT : 
dantrolène (10 µM), CPA : acide cyclopiasonique (10 µM), TG : thapsigargine (1 µM), 
XestC : xestospongine C (1 µM), Nicard (nicardipine (1 µM), MβCD : methyl-β-
cyclodextrine (5 mM). B. Courbes représentant la [Ca2+]RS (ratio F/F0) au cours du temps 
après un choc osmotique de 225 mOsmol. La [Ca2+]RS est mesurée avec la sonde Fluo-5N 
au microscope confocal sur des rats HC et MCT (n=6 cellules). 
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4. Discussion : les SAC font RyR, une histoire de localisation 
Dans cet article, nous avons mis en évidence les voies de signalisations calciques 
induites par un étirement dans les CML d’AIP de rats normaux et dans deux modèles de rats 
d’HTP.  
Nous avons montré que l’étirement de la membrane plasmique provoque l’ouverture 
de SAC perméables au Ca2+. Plus l’étirement est important, plus l’activité des SAC est forte. 
Autrement dit, il existe une corrélation entre le degré d’étirement et l’activité des SAC, ce 
qui témoigne de leur sensibilité à la pression. Cette propriété permet aux CML de répondre 
précisément aux contraintes mécaniques exercées par la pression au niveau de l’AIP. Suite à 
l’étirement, la [Ca2+]i va augmenter de façon localisée dans la cellule dans une zone sous-
membranaire. À ce niveau, une amplification du signal calcique peut s’effectuer par les RyR1 
situés dans un microcompartiment calcique du RS. C’est justement dans cette région sous-
membranaire qu’est situé le cytosquelette d’actine, important pour la contraction des CML 
et donc pour le tonus myogénique. En outre, les mitochondries ont un rôle majeur dans ce 
processus puisqu’elles régulent l’homéostasie calcique. De par leur localisation en sous-
membranaire et proche du RS, elles vont permettre de tamponner le Ca2+ du cytoplasme. 
Toute cette voie de signalisation particulière en réponse à une contrainte mécanique de la 
membrane plasmique peut s’effectuer grâce à l’agencement de microdomaines calciques 
dans les CML d’AIP. 
À l’inverse de l’étirement, un stimulus hormonal tel que l’ET-1 augmente la [Ca2+]i 
dans une zone périnucléaire. De précédentes études ont montré que la fixation de l’ET-1 sur 
son récepteur entraîne une production de NAADP qui libère du Ca2+ des lysosomes. Or, nous 
l’avons confirmé ici, les lysosomes sont préférentiellement localisés dans une zone 
périnucléaire où l’on retrouve également des RyR3 au niveau du RS. L’ET-1 induit une 
augmentation de la [Ca2+]i  par les lysosomes et par RyR3 du RS périnucléaire puisque les 
réponse calciques à l’ET-1 sont inhibées par le ned-19, le dantrolène et la thapsigargine. 
Ainsi, un autre microdomaine calcique, distinct de celui mobilisé par l’étirement, permet aux 
CML d’AIP de répondre de façon différentielle à l’ET-1. 
Nous l’avons constaté, bien que le RS soit considéré comme un compartiment 
continu, il présente différentes réserves calciques indépendantes grâce à une 
compartimentalisation des protéines impliquées dans son homéostasie calcique telles que 
les SERCA et les RyR. Dans une zone sous-membranaire sont exprimés les RyR1 et les 
pompes SERCA2b alors que dans une zone périnucléaire sont exprimés les RyR3 et les 
pompes SERCA2a. Les RyR et les SERCA ne sont donc pas distribués de façon aléatoire au 
niveau du RS. L’activité de l’un est intrinsèquement liée à l’activité de l’autre, de façon 
synchronisée391. Ici, chaque isoforme de SERCA2 semble être impliquée dans le remplissage 
d’un microcompartiment du RS associé à une isoforme de RyR. Une transfection de RyR1 ou 
de RyR3 dans des cellules HEK induit des réponses calciques localisées dans des régions du 





RE distinctes392. Cette différence de distribution spatiale des différentes isoformes de RyR 
n’est pas spécifique au muscle lisse de l’AIP. En effet, chaque lit vasculaire semble présenter 
une sublocalisation cellulaire particulière des RyR. Ainsi, dans les artères cérébrales, RyR2 est 
majoritairement exprimé dans une zone sous-membranaire, RyR1 dans une zone 
extrapérinucléaire et RyR3 en périnucléaire14. Les artères basilaires et fémorales expriment 
majoritairement des RyR3393 alors que les artères et artérioles du muscle crémaster 
expriment majoritairement des RyR2394. De plus, dans les CML de bronches, RyR1 et RyR2 
sont exprimés dans une zone sous-membranaire alors que RyR3 est en périnucléaire387.  
A travers ces études, il semble que dans les CML natives, RyR3 soit majoritairement 
exprimé dans une zone périnucléaire alors que RyR1 et RyR2 sont plutôt présents dans une 
zone sous-membranaire. Cette localisation particulière des isoformes de RyR sous-tendrait 
des fonctions particulières avec notamment des différences d’amplitude et de cinétique des 
réponses calciques. Si dans l’AIP, la localisation de RyR3 est impliquée dans l’augmentation 
de la [Ca2+]i par l’ET-1, sa présence dans une zone périnucléaire dans de nombreux types de 
CML pourrait également être liée à une augmentation de la [Ca2+] dans le noyau et dans la 
transcription de gènes par exemple. Par ailleurs, dans les CML d’artères cérébrales et dans 
les CML bronchiques la sortie de Ca2+ des RyR1/2 est responsable de l’activation de canaux 
BKCa, de l’hyperpolarisation et de la relaxation des CML. A l’inverse, dans les AIP, la sortie de 
Ca2+ du RS par RyR1 n’activerait pas les BKCa dont l’activation est plutôt liée à l’entrée de Ca2+ 
par les SAC.  Ceci suggère que les SAC et les BKCa sont intimement liés dans l’AIP afin de 
conduire à une hyperpolarisation à l’effet contractant. En effet, cette hyperpolarisation 
augmente le gradient électrochimique du Ca2+ en faveur d’un influx de Ca2+ par les SAC tant 
que ceux-ci sont activés par un étirement. 
Ainsi, l’organisation subcellulaire des différentes réserves calciques (mitochondries, 
lysosomes ou différents compartiments du RS) permet aux CML de fournir un signal calcique 
adapté à des stimuli indépendants (mécaniques ou hormonaux par exemple) grâce à une 
communication spatiotemporelle des organites par l’intermédiaire du Ca2+. Cette diversité 
dans la sublocalisation des réserves calciques en fonction des CML indiquerait que le Ca2+ 
n’est pas anonyme et dispose d’une signature calcique particulière. 
De façon remarquable, cet arrangement des réserves calciques dans les CML d’AIP 
est modifié dans le cas d’une HTP induite chez le rat par une hypoxie chronique (HC) ou par 
la monocrotaline (MCT). Dans ces deux modèles, les mitochondries et les lysosomes 
présentent une distribution subcellulaire moins ségrégée que celle que l’on observe chez les 
rats normaux. De plus, chez les rats HC, un nouveau compartiment sous-membranaire 
associant RyR3 et SERCA2b se met en place à côté de celui contenant RyR1 et SERCA2a. Chez 
les rats MCT, la distribution des protéines du RS est plus dramatique puisque la ségrégation 
des RyR et des SERCA est complètement modifiée, chaque isoforme étant exprimée de façon 
diffuse dans les CML. Cette réorganisation chez les rats MCT où l’on a non seulement une 




augmentation du nombre de mitochondries mais aussi une redistribution des RyR et SERCA 
rappelle ce que l’on peut observer dans des CML à l’état prolifératif en culture. Ceci pourrait 
refléter la transition des CML issues de rats MCT vers un phénotype prolifératif plutôt que 
quiescent. Toutefois, les mécanismes impliqués dans l’adressage des isoformes de RyR et de 
SERCA à un compartiment spécifique du RS restent inconnus. Ces modifications de 
l’organisation intracellulaire dans l’HTP conduisent à une modification de la signalisation 
calcique en réponse à l’étirement. Les CML d’AIP y sont plus sensibles puisque l’on constate 
une augmentation de l’activité des SAC, de l’influx de Ca2+ mais également de l’amplification 
par les RyR et par les IP3R. De plus, une association fonctionnelle entre le RS et les cavéoles 
se met en place chez les rats HC et conduirait à augmenter la [Ca2+]i à la suite d’un étirement 
et donc à augmenter le tonus myogénique. Ainsi, la spécificité des voies de signalisations 
calciques que l’on observait chez les rats normaux est altérée dans l’HTP en raison d’un 
profond remodelage au niveau subcellulaire des partenaires calciques. 
Les résultats qui suivent présentent l’implication d’une autre isoforme de SERCA dans 
les AIP et dans l’HTP : les SERCA3 (Pages 129 à 133), ainsi qu’une étude du rôle des cavéoles 














Les SERCA3 dans les artères intrapulmonaires 
Il apparait clairement à présent que les SERCA2a et 2b jouent un rôle très important 
dans l’homéostasie calcique dans les CML d’AIP, tant chez les rats normaux que chez les rats 
souffrant d’HTP. Mais qu’en est-il des autres isoformes de SERCA ? A priori, les SERCA1 ne 
sont pas exprimées dans l’AIP240. Par contre, la présence des SERCA3 est incertaine dans ce 
tissu. En effet, chez l’humain elles sont exprimées dans les cellules endothéliales d’AIP237 et 
chez le rat elles sont exprimées dans l’AIP au niveau de l’ARNm mais pas au niveau 
protéique240. Afin d’éclaircir cette ambigüité sur la présence des SERCA3 dans l’AIP, nous 
avons cherché à mettre en évidence par différentes techniques grâce à des anticorps 
spécifiques anti SERCA3a et SERCA3bc, fournis par le Dr Régis BOBE de Paris. La question qui 
suit est de savoir si elles joueraient un rôle dans la signalisation calcique dans l’HTP. 
1. Mise en évidence des SERCA3 dans les AIP par Western Blot 
Nous avons dans un premier temps déterminé la présence des SERCA3 dans les AIP 
de rats par western blot grâce à un anticorps dirigé contre les isoformes SERCA3bc (Figure 
50A) ou SERCA3a (Figure 50C). Les AIP expriment SERCA3bc puisque l’anticorps détecte une 
bande à 100 kDa correspondant au poids moléculaire attendu. Par contre, pour SERCA3a, 
l’anticorps ne détecte pas de bande vers 100 kDa mais à environ 200 kDa (Figure 50C). Cette 
bande de nature inconnue pourrait correspondre à un dimère de SERCA3a. L’expression de 
SERCA3bc ne varie pas chez les rats HC en comparaison aux rats Ctrl alors qu’elle augmente 











Figure 50 : Western Blot SERCA3. A. Expression de SERCA3bc (~100 kDa) et de la β-actine 
dans les AIP de rats contrôles (Ctrl), hypoxiques chroniques (HC) et monocrotaline (MCT). 
B. Expression de SERCA3bc normalisée sur la β-actine. L’expression de SERCA3bc 
augmente significativement chez les rats MCT. N=6 rats pour chaque condition. C. 
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2. Mise en évidence des SERCA3 dans les AIP par immunomarquages 
A. Immunomarquages sur coupes d’AIP 
Afin de savoir dans quelles cellules de l’AIP sont exprimées les SERCA3 
précédemment caractérisées par western blot, des marquages sur coupes d’artères ont été 
effectués. Sur les coupes, les cellules endothéliales sont en contact avec la lumière du 
vaisseau (*) et sont séparées des CML par la limitante élastique interne qui autofluoresce en 
vert. Les noyaux des cellules sont marqués en bleu. L’observation des coupes d’AIP au 
microscope confocal montre la présence de SERCA3a et de SERCA3bc en rouge, à la fois dans 















B. Immunomarquages sur CML fraîchement dissociées et sur AIP en en face 
Pour préciser la localisation subcellulaire des deux isoformes de SERCA3, des 
marquages ont été réalisés sur des CML d’AIP fraichement dissociées de rats Ctrl, HC et MCT. 
Le marquage des noyaux est en bleu et le marquage des deux isoformes SERCA3 est en 
rouge. On observe, aussi bien chez les rats Ctrl que HC ou MCT, que les SERCA3 sont plutôt 
*
* *
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Figure 51 : Immuno-marquages de SERCA3a et 3bc sur des coupes transversales d’AIP de 
rats Ctrl, HC et MCT en microscopie confocale. (*) représente la lumière de l’AIP. Les 
SERCA3 sont à la fois exprimées dans les CE et les CML. Images représentatives 
d’expériences réalisées sur 3 rats différents. 





localisées dans une zone sous-membranaire (Figure 52A). Cette présence des SERCA3 dans 












3. Les SERCA3 dans l’homéostasie calcique des CML d’AIP 
Pour mettre en évidence le rôle des SERCA3 dans la recharge du RS des CML d’AIP, 
nous avons utilisé un protocole à double application de caféine, un agoniste des RyR. La 
première éjection de caféine provoque une augmentation de la [Ca2+]i due à la libération du 
Ca2+ des stocks du RS via les RyR. La deuxième éjection réalisée 20 secondes après la 
première induit un second pic calcique plus faible (Figure 53A à D) car les stocks calciques du 
RS n’ont pas eu le temps de se recharger totalement par les SERCA. Ainsi, le rapport de 
l’amplitude 2ème pic/1er pic permet d’estimer la recharge du RS. Plus ce rapport est grand, 
plus la recharge du RS par les SERCA est importante. On constate que les réponses à la 
caféine, pour le premier et le second pic, sont plus importantes chez les rats MCT et HC que 
chez les rats Ctrl (Figure 53E). 
Afin de mettre en évidence l’implication des SERCA3 dans cette recharge du RS, nous 
avons utilisé un inhibiteur sélectif des SERCA3 : le tBHQ (2,5-di-(tbutyl)-1,4-tert-
benzohydroquinone). On observe que le tBHQ inhibe significativement la deuxième réponse 
calcique  et donc la recharge du RS uniquement chez les rats MCT (Figure 53F). 
 
 
Figure 52 : Immunomarquages en microscopie confocale sur CML fraichement dissociées 
de rats Ctrl, HC et MCT (A) et en en face sur AIP entière d’un rat Ctrl (B). Les images sont 
représentatives de 6 dissociations différentes pour le A. Les noyaux sont marqués en 
bleu. 
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Figure 53 : Signalisation calcique en réponse à la caféine mesurée en indo-1. Exemple de 
traces chez un rat Ctrl (A) et MCT (B) suite à une stimulation aiguë à la caféine (café - 10 
μM). Exemple de traces chez un rat Ctrl (C) et MCT (D) en présence de l’inhibiteur des 
SERCA3, le tBHQ (10 μM). E. Amplitude moyenne du premier pic calcique (donné en Δ de 
ratio λ405/λ480) en réponse à la caféine, en présence ou en absence de tBHQ, chez des rats 
Ctrl, HC et MCT. F. Rapport en pourcentage du deuxième pic calcique sur le premier, 
suite à l’éjection de caféine en absence ou en présence de tBHQ. n = 12-15 cellules pour 
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4. Discussion autour des SERCA3 
Pour la première fois, nous avons mis en évidence la présence des pompes SERCA3a 
et SERCA3bc dans les AIP de rats, grâce à des techniques de western blot et 
d’immunomarquages. L’observation des coupes d’AIP permet de les localiser dans les CE 
comme cela avait déjà été montré chez l’homme mais également au niveau des CML. A ce 
niveau, les 2 isoformes de SERCA3 semblent avoir une localisation sous-membranaire. Enfin, 
le western blot indique une augmentation significative de l’expression des SERCA3bc chez les 
rats MCT. Quant aux SERCA3a, il se pourrait qu’elles soient exprimées sous forme de 
dimères comme le suggère le western blot.  
L’étude fonctionnelle des SERCA3 est réalisée grâce à des stimulations à la caféine sur 
des CML d’AIP fraichement dissociées. La première éjection de caféine a pour effet 
d’augmenter la [Ca2+]i de façon transitoire par une vidange rapide du RS par les RyR. On 
constate que l’amplitude du pic calcique induit par la caféine est plus importante chez les 
rats présentant une HTP que chez les rats Ctrl. Deux hypothèses pourraient l’expliquer : (1) 
soit le RS contient plus de Ca2+, (2) soit les RyR seraient davantage exprimés ou plus actifs 
chez les rats ayant une HTP.  
Ensuite, l’état de recharge du RS par les SERCA est révélé par une seconde application 
de caféine après 20 secondes. L’homéostasie calcique du RS est maintenue par un équilibre 
entre les protéines de libération du Ca2+ (RyR) et de recharge (SERCA2 et 3). La Figure 53F 
montre que le rapport du pic 2/pic 1 (en %) est plus élevé chez les rats MCT que chez les rats 
Ctrl ou HC. Ceci conforte l’idée que le RS se recharge plus vite via les SERCA, notamment 
chez les rats MCT. 
Pour vérifier l’implication des SERCA3 dans la recharge du RS, nous les avons inhibées 
avec du tBHQ. La concentration utilisée (10 μM) correspond à une concentration permettant 
d’inhiber sélectivement les SERCA3 et faiblement les SERCA2232. Chez les rats Ctrl et HC, 
l’amplitude des deux réponses à la caféine n’est pas modifiée en présence de tBHQ. À 
l’inverse, chez les rats MCT uniquement, le rapport du pic 2/pic 1 (en %) est 
significativement moins important en présence de tBHQ. Ceci permet d’étayer l’hypothèse 
d’une recharge plus importante du RS par les SERCA3 chez les rats MCT. Cette recharge peut 
être due à deux mécanismes : (1) à la fois une expression plus importante des SERCA3 chez 
les rats MCT, comme on l’observe en western blot et (2) par une augmentation de son 
activité. En effet, les SERCA3 présentent une affinité plus faible pour le Ca2+ que les SERCA2. 
Autrement dit, les SERCA3 vont fonctionner pour de plus fortes [Ca2+]i. Il est possible que 
chez les rats Ctrl, l’activité des SERCA2 soit prépondérante dans la recharge du RS et 
masquerait celle des SERCA3. Par contre, dans une condition pathologique, comme chez les 
rats MCT, où l’homéostasie calcique est modifiée et où de nombreux stimuli entraînent une 
augmentation plus importante de la [Ca2+]i, les SERCA3 vont pouvoir être plus actives, au 
détriment des SERCA2a et SERCA2b dont l’expression diminue (Figure 54).  
















La principale limite de cette étude est l’utilisation du tBHQ, qui, même s’il est 
considéré comme inhibant plus sélectivement les SERCA3 que les SERCA2, reste un 
inhibiteur pharmacologique. Une approche complémentaire pourrait être l’utilisation 
d’anticorps bloquants, tel que le PL/IM430395. De plus l’application d’un inhibiteur de 
SERCA2 comme la thapsigargine et/ou l’acide cyclopiazonique permettrait de n’étudier que 
les variations calciques des SERCA3.  
Alors qu’initialement seules les SERCA2a et 2b avaient été décrites dans les AIP, les 
systèmes permettant de réduire le Ca2+ cytosolique et de recharger le RS par les Ca2+-ATPases 
dans les AIP semble être plus sophistiqué, impliquant également les SERCA3. De par leur 
localisation sous-membranaire et leur plus faible affinité au Ca2+, elles pourraient avoir un 
rôle spécifique que nous n’avons pas mis en évidence chez les rats Ctrl. Néanmoins ces 
SERCA3 semblent avoir un rôle plus important dans la recharge du RS au cours de l’HTP où 












Rats normaux : SERCA2a/b > SERCA3 Rats MCT : SERCA3bc > SERCA2a
Figure 54 : Chez les rats normaux, la recharge du réticulum sarcoplasmique (RS) en Ca2+ 
se fait majoritairement par les pompes SERCA2a et SERCA2b. Les SERCA3 sont présentes 
mais leur activité serait masquée par celle des SERCA2. Par contre, chez les rats MCT, 
l’expression des SERCA2a diminuant, celle des SERCA3bc va augmenter pour prendre le 
relais et recharger le RS en Ca2+. 





Les cavéoles sont des réserves calciques impliquées dans la 
mécanotransduction dans l’hypertension pulmonaire 
L’article dans Cardiovascular Research soulève une question : quel est le rôle des 
cavéoles dans l’hypertension pulmonaire et plus particulièrement dans les réponses 
calciques à l’étirement ne nécessitant pas de Ca2+ extracellulaire ? 
Avant d’apporter des éléments de réponse à cette question, le premier point qui 
reste à élucider est la présence ou non de cavéoles dans les cellules musculaires lisses 
d’artères intrapulmonaires. La littérature est controversée à ce sujet : certains affirment qu’il 
n’y a pas de cavéoles dans les CML par des immunomarquages de faible résolution alors que 
d’autres auteurs en observent par microscopie électronique sur des CML en culture. Afin de 
répondre à cette première question, plusieurs techniques combinées ont été utilisées : 
immunomarquages sur coupes d’AIP, sur AIP en en face, sur CML fraîchement dissociées, 
western blot sur AIP entière désendothélialisée et microscopie électronique à transmission. 
1. La cavéoline-1 est exprimée dans les CML d’AIP et forme des cavéoles 
A. Immunomarquages de la Cav-1 
Dans un premier temps, il était important de mettre en évidence dans les AIP la 
présence de la protéine nécessaire à la formation des cavéoles : la cavéoline-1 (Cav-1). On 
constate que, à la fois les CE et les CML, présentent un marquage de la Cav-1 sur des coupes 
d’AIP (Figure 55A) et sur un marquage d’AIP en en face (Figure 55C). Le marquage est en 
périphérie des cellules suggérant que la majorité de la Cav-1 est exprimée au niveau de la 
membrane plasmique dans les deux types cellulaires. 
B. Expression de la Cav-1 dans l’AIP 
Afin de valider l’anticorps utilisé en immunomarquage et de confirmer l’expression 
de la Cav-1 dans l’AIP et plus particulièrement dans les CML, un western blot est réalisé en 
condition dénaturante sur un extrait d’AIP sans endothélium. On observe la présence de 
deux bandes. Chaque bande correspond à une isoforme de la Cav-1 : la bande à ~22 kDa 
correspond à la Cav-1α et la bande à ~19 kDa à la Cav-1β (Figure 55B). 
C. Présence de cavéoles en microscopie électronique 
Les cavéoles sont des structures de la membrane plasmique de 100 nm. La limite de 
résolution du microscope confocal étant de 200 nm, celui-ci ne nous permet donc pas 
d’observer des cavéoles isolées. Pour pallier cela, des acquisitions de CML fraîchement 
dissociées ont été réalisées en microscopie électronique à transmission dont la résolution 




est de l’ordre de 2 Å. On observe la présence de cavéoles en forme de Ʊ au niveau de la 
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Figure 55 : Expression de la Cav-1 dans les CML d’AIP. A. Immunomarquage de la Cav-1 
(en rouge) sur une coupe d’AIP d’un rat Ctrl en microscopie confocale. Les noyaux sont 
en bleu et la limitante élastique interne autofluoresce en vert et permet de délimiter 
les CE en contact avec la lumière de l’AIP (*) des CML. B. Western blot de la Cav-1 à 
partir d’un extrait d’AIP de rat. On observe deux bandes ~20 kDa qui correspondent 
aux deux isoformes de la Cav-1. C. Immunomarquage de la Cav-1 en en face sur une 
AIP. La Cav-1 est présente sur les CE et les CML. Les noyaux sont en bleu et la limitante 
élastique en vert. D. Microscopie électronique à transmission d’une CML fraîchement 
dissociée de  rats Nx. On constate la présence de cavéoles en Ʊ au niveau de la 
membrane plasmique (). 





2. Expression de la Cav-1 dans les AIP de rats HTP 
A. Immunomarquages de la Cav-1 
C’est à présent certain, les CML d’AIP de rats normaux expriment la Cav-1 et 
possèdent des cavéoles. Qu’en est-il de l’expression de la Cav-1 dans l’HTP ? Pour le savoir, 
des immunomarquages sur coupes (Figure 56) et en en face (Figure 57) ont été réalisés sur 
des AIP issues de deux modèles de rats souffrant d’HTP : les rats MCT et HC  
  
  
Figure 56 : Immunomarquage de la Cav-1 (en rouge) sur une coupe d’AIP d’un rat Ctrl 
(A), HC (B) et MCT (C) en microscopie confocale. Les noyaux sont en bleu et la 
limitante élastique interne qui autofluoresce en vert permet de délimiter les CE en 

























On constate que les CML et les CE des rats HC et MCT expriment également la Cav-1. 
Il est intéressant de noter que, d’après l’intensité de fluorescence, les CE semblent exprimer 





Figure 57 : Immunomarquage de la Cav-1 (en rouge) sur des AIP en en face d’un rat Ctrl 
(A), HC (B) et MCT (C) en microscopie confocale. Les noyaux sont en bleu, la limitante 
élastique interne autofluoresce en vert.  
Artère intrapulmonaire - rat normal
CE CML
Artère intrapulmonaire - rat hypoxique chronique
CE CML















B. Expression de la Cav-1 en western blot 
En condition dénaturante sur des extraits d’AIP entières, l’expression de la Cav-1 




















Lors de l’adressage de la Cav-1 au niveau de la membrane plasmique, celle-ci 
s’associe en multimères. Afin de savoir si dans les CML d’AIP la Cav-1 forme ces multimères, 
des western blots sont réalisés en condition non dénaturante. Le tampon d’extraction utilisé 
pour le western blot est riche en agents qui solubilisent les lipides des membranes (Triton 
X100, SDS, NP-40). Il dissocie les protéines des lipides mais ne permet par de dissocier les 
multimères de Cav-1 liés par du cholestérol. Pour les séparer, il est nécessaire de chauffer les 
Figure 58 : Expression de la Cav-1 chez les rats HTP. A. Exemple de western blot de la 
Cav-1 en condition dénaturante d’extrait d’AIP de 3 rats Ctrl, HC et MCT. B. 
Normalisation de la Cav-1 par rapport à la β-actine. L’expression de la Cav-1 diminue 
chez les rats HC et MCT. C. Exemple de western blot en condition non dénaturante 
(les échantillons ne sont pas chauffés) d’AIP sans endothélium de rats  Ctrl, HC et 
MCT. On observe des monomères ~20 kDa et des multimères de Cav-1 ~240 kDa et 
~260 kDa. D. % de monomères ou de multimères à 240 kDa par rapport à la quantité 
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échantillons. En effet, en absence de chauffage des échantillons, on pourra observer les 
multimères de Cav-1. La Figure 58C montre que les CML d’AIP possèdent des multimères de 
Cav-1 d’environ 240 et 460 kDa, ce qui correspondrait à l’association de 11 et 22 Cav-1 
respectivement. On observe chez les rats HC et MCT une diminution significative de 
l’expression des monomères et des multimères de Cav-1. Cependant, le pourcentage de 
multimères de 240 kDa par rapport à la quantité totale de Cav-1 augmente chez les rats HC 
et MCT alors que le pourcentage de monomères diminue (Figure 58D). Le pourcentage de 
multimères de 460 kDa par rapport à la quantité totale de Cav-1 ne varie pas (donnée non 
présentée). Autrement dit, même si la quantité totale de Cav-1 diminue chez les rats HC et 
MCT, parmi les Cav-1 qui restent, il y a davantage de multimères de 240 kDa. 
3. Les cavéoles participent à la sensibilité à l’étirement des CML d’AIP 
Si les cavéoles sont présentes au niveau de la membrane plasmique des CML d’AIP, 
jouent-elle un rôle dans la sensibilité de la membrane à l’étirement ? Pour le savoir, des 
étirements de -40 mmHg sont effectués en configuration cellule attachée sur des CML d’AIP 
fraichement dissociées, en présence d’un destructeur des cavéoles : la méthyl-β-
cyclodextrine (MβCD – 5 mM). On constate que chez les rats contrôles (Ctrl), la probabilité 
d’ouverture des SAC augmente en présence de MβCD. A l’inverse, chez les rats HC, la 
probabilité d’ouverture des SAC diminue en présence de MβCD (Figure 59A et B). Le nombre 
de n sur le bar graph représente le nombre de cellules testées pour chaque condition. 
Un protocole d’étirement par un choc osmotique est ensuite réalisé afin de mesurer 
les variations de la [Ca2+]i avec la sonde calcique indo-1. On constate que les réponses 
calciques au choc osmotique ne sont pas modifiées en présence de MβCD chez les rats 
contrôles alors qu’elles sont réduites chez les rats HC. De plus, les CML d’AIP de rats HC 
présentent une plus forte réponse calcique au choc osmotique que les cellules des rats Ctrl 
(Figure 59C,  D et E).  
Le choc osmotique étant capable d’induire une augmentation de la [Ca2+]i dans les 
CML, engendre t-il une contraction de l’AIP pour autant ? Pour le savoir, des chocs 
osmotiques sont réalisés sur des AIP entières et la force de contraction (tension) est 
mesurée dans des cuves à organe isolé. Afin de s’affranchir d’un effet de l’endothélium, le 
NO est bloqué par du L-NAME (100 µM). Les artères sont précontractées à la phényléphrine 
(30 µM) afin de normaliser les résultats de la contraction au choc osmotique. Cette 
précontraction est nécessaire pour observer une contraction au choc osmotique. On 
constate qu’un choc osmotique induit une contraction de l’AIP chez les rats Ctrl. Cette 
contraction est significativement plus importante chez les rats HC, ce qui conforte les 
résultats observés pour la mesure de Ca2+ et l’hyper-réactivité déjà décrite dans la littérature  
chez ces rats pour le tonus myogénique isobarique et isométrique. Comme pour l’activité 
des SAC et les réponses calciques, la MβCD augmente la contraction au choc osmotique chez 
les rats Ctrl alors qu’elle la diminue chez les rats HC (Figure 59F et G). 






















  Figure 59 : A. Exemples de courants entrant par les SAC, en configuration cellule 
attachée, suite à un étirement de -40 mmHg, chez des rats Ctrl et HC, en présence ou 
en absence de MβCD (5 mM). B. Probabilité d’ouverture du courant unitaire entrant 
après un étirement. C et D. Exemple de traces calciques en indo-1 après un choc 
osmotique chez un rat Ctrl (C) et HC (D) en présence ou en absence de MβCD (5 mM). 
E. Amplitude du pic calcique après un choc osmotique. F. Exemple de trace de 
contraction mesurée dans des cuves à organe isolé après un choc osmotique chez un 
rat Ctrl et HC en présence de 2 mM de Ca2+ extracellulaire. G. Pourcentage de la 
contraction au choc osmotique sur la précontraction à la phényléphrine (30 µM), en 




































































































































































4. Les cavéoles, une source de Ca2+ pour les cellules ? 
A. Réponses à l’étirement en absence de Ca2+ extracellulaire chez les rats HC 
Nous l’avions déjà observé dans l’article paru dans Cardiovascular Research, chez les 
rats HC, un choc osmotique induit une augmentation de la [Ca2+]i en l’absence de Ca2+ dans 
le milieu extracellulaire. Ce Ca2+ proviendrait, en partie, du RS et ferait intervenir les 
cavéoles. Pour confirmer ce mécanisme observé sur CML fraichement dissociées sur une AIP 
entière, des mesures de la force de contraction, en réponse à un choc osmotique, sont 
effectuées dans des cuves à organe isolé, comme précédemment. On observe que chez un 
rat contrôle, un choc osmotique ne provoque pas de contraction en absence de Ca2+ 
extracellulaire (Figure 60A). Par contre, une contraction au choc osmotique est toujours 
observée chez les rats HC (Figure 60B). Cependant, contrairement aux réponses calciques, 
cette contraction n’est pas inhibée par la MβCD (Figure 60C). Il faut toutefois être prudent 
sur ce point car la contraction à la phényléphrine chez les rats HC uniquement est très 










B. La source de ce Ca2+ : un lien étroit entre cavéoles et réticulum sarcoplasmique 
Chez les rats HC, l’absence de Ca2+ dans le milieu extracellulaire n’empêche pas la 
contraction ni l’augmentation de la [Ca2+]i  induite par un choc osmotique. Nous l’avions déjà 
observé, ce Ca2+ provient, en partie, du RS. Mais comment un choc osmotique permet-il de 
recruter le Ca2+ du RS ? Et quel est le rôle des cavéoles dans ce mécanisme ? 
a) Cavéoles, réticulum et mitochondries 
La Figure 61A montre que chez un rat HC, en l’absence de Ca2+ dans le milieu 
extracellulaire, un choc osmotique sur une CML d’AIP induit une diminution de la [Ca2+]RS et 
Figure 60 : A. et B. Exemples de traces de contraction mesurée dans des cuves à organe 
isolé après un choc osmotique chez un rat Ctrl (A) et HC (B) en absence de Ca2+ 
extracellulaire + 1 mM EGTA. C. Pourcentage de la contraction au choc osmotique sur la 
précontraction à la phényléphrine (30 µM), en absence ou en présence de MβCD (5 mM) 
en absence de Ca2+ extracellulaire. 
 
 






























































simultanément une augmentation de la [Ca2+]m. Ceci souligne le fait que du Ca2+ sort du RS et 
est par la suite capté par les mitochondries. Pour qu’un tel processus puisse se produire, il 
est important que les mitochondries soient situées dans des microdomaines proches du RS. 
La Figure 61B montre la distribution des sondes calciques pour le RS et la mitochondrie. On 
constate qu’elles ne sont pas colocalisées mais sont proches. Les images de microscopie 
électronique à transmission permettent de confirmer la juxtaposition des mitochondries 
avec le RS (Figure 61C). On observe que le RS et les mitochondries forment des 
microdomaines très proches, l’un épousant la forme de l’autre. De plus, sur l’image de 
droite, on peut observer la présence d’une cavéoles proche du RS. 
On peut envisager qu’en l’absence de Ca2+ extracellulaire, les cavéoles formeraient 
des réserves calciques rapidement mobilisables par un choc osmotique. Celui-ci entrainerait 
la vidange du Ca2+ des cavéoles vers le cytoplasme. Par la suite, par un mécanisme de CICR, 
ce Ca2+ permettrait de vidanger le Ca2+ du RS sous-jacent, avant d’être repompé par les 




















































Figure 61 : Mitochondries, RS et cavéoles. A. [Ca2+]RS (en vert) et [Ca2+]m (en rouge) 
mesurées par les sondes fluo-5N et rhod-2 dans une CML d’AIP de rat HC, en l’absence 
de Ca2+ extracellulaire, à la suite d’un choc osmotique. B. Visualisation des sondes fluo-
5N (vert) et rhod-2 (rouge), en microscopie confocale, dans une CML d’AIP de rat HC. C. 
Images en microscopie électronique à transmission d’une CML fraichement dissociée 
d’une AIP de rat HC. On observe que les mitochondries et le RS sont situés dans des 
microdomaines proches. 




b) Cavéoline et RyR 
Si un rapprochement entre cavéoles et RS permet un couplage nécessaire chez les 
rats HC, quelle isoforme de RyR est impliquée dans ce couplage. L’article dans Cardiovascular 
Research suggère que ce sont les RyR1, plutôt que les RyR3, qui sont impliqués dans ce 
couplage chez les rats HC, alors que les deux isoformes sont exprimées en sous-
membranaire chez ces rats. Pour le savoir, des immunomarquages sur CML d’AIP sont 
réalisés entre la Cav-1 et RyR1 ou RyR3. On constate que chez les rats Ctrl et HC, Cav-1 est 
située au niveau de la membrane plasmique (Figure 62). Juste en dessous, sont exprimés les 
RyR1 dont le marquage est juxtaposé à celui de la Cav-1 (Figure 62), ce qui n’est pas le cas 
pour RyR3 dont le marquage est éloigné de celui de la Cav-1 (Figure 63). Chez les rats MCT, 
en revanche, l’expression de la Cav-1 au niveau de la membrane plasmique est plus faible, la 
protéine est plutôt dans une zone intracellulaire (Figure 62 et Figure 63). 
  
Figure 62 : Immunomarquages sur CML fraîchement dissociées de rats Ctrl, HC et MCT 
de RyR1 (rouge) et Cav-1 (vert). Les noyaux sont marqués en bleu, le contour des 
cellules est représenté en pointillé et la barre d’échelle représente  10 µm. On constate 
que RyR1 et Cav-1 sont juxtaposés chez les rats Ctrl et HC. Chez les rats MCT, Cav-1 est 








































Ainsi, RyR1 semblent être associés dans des microdomaines proches de la Cav-1 et 
donc des cavéoles, ce qui n’est pas le cas pour RyR3. Les mêmes types de marquages ont 
également été réalisés sur des vaisseaux entiers en en face. De la même façon, on constate 
que RyR1 et Cav-1 sont juxtaposés (Figure 64). Cependant, il est plus difficile de conclure que 
pour les CML fraîchement dissociées. Il est intéressant de noter que le marquage 
punctiforme de Cav-1 tel qu’on l’observe chez les rats Ctrl et HC est moins présent chez les 
rats MCT où le marquage est plus diffus (Figure 64C). 
 
  
Figure 63 : Immunomarquages sur CML fraîchement dissociées de rats Ctrl, HC et MCT 
de RyR3 (rouge) et Cav-1 (vert). Les noyaux sont marqués en bleu, le contour des 
cellules est représenté en pointillé et la barre d’échelle représente  10 µm. On constate 
que RyR3 et Cav-1 ne sont pas juxtaposés chez les rats Ctrl et HC. Chez les rats MCT, 





































5. Discussion  
A. Présence de cavéoles et expression de la Cav-1 dans les CML d’AIP 
Nous avons mis en évidence, pour la première fois, la présence de cavéoles par 
microscopie électronique à transmission sur des CML natives, fraîchement dissociées d’AIP 
de rat (Figure 55D). Ceci corrobore la présence de cavéoles qui avait déjà été montrée sur 
des CML en culture issues de sujets Ctrl et de patients HTAP5. La présence en 
immunofluorescence de la Cav-1 est plus que discutée et discutable dans la littérature. En 
effet, de nombreux articles affirment que la Cav-1 n’est pas exprimée dans les CML d’AIP par 
des marquages réalisés sur des coupes de poumon où la résolution n’est pas suffisante pour 
pouvoir distinguer précisément les CML. Seule une étude a montré l’expression de la Cav-1 
au niveau de CML sur des coupes d’AIP de sujets Ctrl et HTAP306. Cependant, dans cet article, 
les auteurs ne précisent pas que le marquage qu’ils observent correspond à des CML. Nous 
avons montré ici que la Cav-1 est exprimée aussi bien au niveau des CE que des CML sur des 
coupes d’AIP de rats Ctrl, sur des AIP en en face et sur des CML fraîchement dissociées 
(Figure 55 et Figure 62). L’expression observée en western blot de la Cav-1 sur AIP 
désendothélialisée permet d’appuyer ces résultats (Figure 58). 
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Figure 64 : Immunomarquages en face de 
RyR1 (rouge) et Cav-1 (vert), ainsi que de  
RyR3 (rouge) et Cav-1 (vert) sur des AIP 
de rats Ctrl (A), HC (B) et MCT (C), en 
microscopie confocale. Les noyaux sont 
marqués en bleu. Cav-1 a un marquage 
punctiforme chez les rats Ctrl et HC alors 
qu’il est plus diffus chez les rats MCT. La 
Cav-1 a un marquage proche de RyR1 
chez les rats Ctrl et HC. 





B. Les cavéoles comme réserves de membrane plasmique 
Il a été largement décrit que les cavéoles dans les CE participent à la vasodilatation 
flux-dépendante. Leur présence dans l’endothélium permet aux CE percevoir le flux sanguin 
et d’adapter une réponse physiologique de vasodilatation en conséquence. Le flux a 
notamment un impact sur la fluidité de la membrane plasmique au niveau des cavéoles et 
intervient dans l’activation des protéines qui lui sont associées (canaux TRP, eNOS)396. Si les 
CML ne sont pas soumises au flux sanguin, elles sont néanmoins soumises aux forces de 
tension pariétale générées par la pression du sang dans l’artère. Quel est le lien entre SAC, 
cavéoles et tonus myogénique en conditions physiologiques ? Les cavéoles seraient une 
réserve de membrane plasmique rapidement mobilisable et participeraient à sa plasticité 
face à un stress mécanique. En effet, à la suite d’un étirement par un choc osmotique, la 
cellule peut augmenter son aire de 15,9 ± 1,3 % (n=30 cellules) sans qu’il y ait déchirure de la 
membrane plasmique. Ce mécanisme se ferait grâce aux cavéoles qui se déplieraient et 
permettraient d’absorber la déformation de la membrane induite par un stress 
mécanique186.  
Au niveau des cavéoles, la membrane plasmique est plus rigide, moins élastique. Si 
les SAC se trouvent dans ces radeaux lipidiques, la pression aura donc un impact mineur sur 
leur activité. Un étirement ou un choc osmotique entraineraient l’ouverture des cavéoles 
(pouvoir tampon) ce qui exposerait les SAC directement au stress mécanique. En présence 
de MβCD, le cholestérol est retiré des membranes. Ceci a pour conséquence d’augmenter 
artificiellement la fluidité de la membrane plasmique. Ainsi, pour un même étirement, les 
SAC ne vont plus être confinés dans des microdomaines rigides et leur activité va être plus 
importante (Figure 59B). Si leur activité est plus importante, l’influx de Ca2+ et la contraction 
l’est également (Figure 59E et G). En conclusion, en conditions physiologiques dans les AIP, 
les cavéoles jouent un rôle protecteur et inhibiteur dans la mécanotransduction. Elles 
servent à la fois de tampon à la membrane plasmique en lui permettant d’accompagner 
l’étirement, tout en contrôlant la plasticité de la membrane et l’activité des SAC. Le tonus 
myogénique est donc régulé de façon négative par les cavéoles qui le modèrent.  
C. Les cavéoles dans l’HTP, une histoire de Ca2+ 
a) Plus ou moins de cavéoles dans l’HTP ? 
Dans l’HTP chez le rat (HC et MCT), en accord avec la littérature, l’expression de la 
Cav-1 diminue (Figure 58B). Cependant, dans des CML en culture issues de patients HTAP, le 
nombre de cavéoles au niveau de la membrane plasmique augmente. Nous n’avons pas 
encore pu réaliser de microscopie électronique à transmission sur des CML de rats souffrant 
d’HTP afin de quantifier les cavéoles. Mais nous avons pu observer que même si l’expression 
totale de Cav-1 diminue chez les rats HTP, la proportion de multimères par rapport aux 




monomères augmente (Figure 58D). Toutefois, il s’agit de résultats préliminaires qui ne 
permettent pas de conclure précisément. 
b) Cavéoles et mécanotransduction dans l’HTP 
Prenons l’hypothèse qu’il y ait moins de Cav-1 et donc moins de cavéoles chez les rats 
HTP. Le pouvoir tampon de la membrane plasmique va alors être réduit. Or dans l’HTP la 
pression et le tonus myogénique augmentent. Les CML sont donc soumises à un stress 
mécanique plus important et n’ont pas la capacité de le « tamponner » en conséquence vu 
qu’il y aurait moins de cavéoles. Les CML vont alors être plus sensibles à l’étirement. Ceci a 
pour conséquence d’augmenter l’activité des SAC, l’influx de Ca2+ à travers ceux-ci et la 
contraction en réponse à un étirement (Figure 59). En présence de MβCD chez les rats HC, 
on s’attend à ce que le phénomène soit encore plus accentué. Étonnamment, ce n’est pas le 
cas. En effet, l’activité des SAC, les réponses calciques à l’étirement et la contraction au choc 
osmotique sont significativement réduits (Figure 59). Ce rôle des cavéoles dans le tonus 
myogénique est similaire à celui observé chez les souris KO pour Cav-1 dans les artères 
mésentériques et cérébrales. Comment l’expliquer ? Une hypothèse serait que chez les rats 
HC, le rôle des cavéoles ne serait pas uniquement d’absorber les stimuli mécaniques.  
c) Les cavéoles comme réserve calcique 
Dans les CML de rats HC, les cavéoles joueraient un rôle supplémentaire et 
notamment dans la signalisation calcique. Une étude de 1975 montre que chez les rats HC, 
les cavéoles ont la capacité d’accumuler beaucoup plus d’ions Ca2+180. Les cavéoles formerait 
des microdomaines calciques où la [Ca2+] serait supérieure à celle du milieu 
extracellulaire178. Les cavéoles se chargeraient en Ca2+ via des PMCA et/ou l’échangeur 
Na+/Ca2+ à partir du Ca2+ provenant du RS sous-membranaire et proche des cavéoles178, 207. 
Une étude a montré que dans le muscle lisse bronchique, les cavéoles contiennent des 
PCMA, des CCDV de type L, des protéines de liaison du Ca2+ (calcéquestrine, calréticuline). 
Par contre, elles ne contiennent pas de pompes SERCA ni de IP3R ce qui suggère que le 
compartiment cavéolaire est bien distinct du RS397. Nous l’avons mis en évidence par 
microscopie électronique à transmission, le RS est situé à quelques nm des cavéoles dans les 
CML, suggérant un lien étroit entre les deux compartiments. Grâce à des immunomarquages 
et à de la microscopie électronique à transmission sur CML fraichement dissociées (Figure 
61C et Figure 62) et sur AIP en en face (Figure 64), on constate que les RyR1 et le RS sont à 
proximité de Cav-1 au niveau de la membrane plasmique. Il existerait donc, chez les rats HC, 
un lien entre les cavéoles et le RS qui se fait par l’intermédiaire du Ca2+. Ce couplage 
particulier entre Ca2+ des cavéoles et RyR est révélé en l’absence de Ca2+ dans le milieu 
extracellulaire où l’on observe des réponses calciques et contractiles au choc osmotique qui 
dépendent à la fois des cavéoles et du RS (Cf. Figure 6 de l’article dans Cardiovascular 
Research). De plus, la présence de ces microdomaines riches en Ca2+ permettrait d’expliquer 
en partie la plus grande réponse des SAC chez les rats HC. En présence de MβCD, les réserves 





calciques des cavéoles seraient réduites induisant une diminution de l’influx d’ions, de 
l’activité des SAC, de la réponse calcique et de la réponse contractile au choc osmotique. 
Enfin, chez les rats MCT, l’expression de la Cav-1 est très fortement réduite par 
rapport aux rats Ctrl. De plus, on constate une translocation de la Cav-1 de la membrane 
plasmique vers une zone intracellulaire. A ce niveau, la Cav-1 pourrait être impliquée dans la 
prolifération des CML, comme on peut le constater dans l’HTP369, 370.  
D. Les cavéoles sont-elles protectrices ou délétères dans l’HTP ? 
Nous l’avons constaté sur les marquages sur coupes d’AIP et en en face, la Cav-1 n’est 
pas exclusivement exprimée dans les CML puisqu’elle est également présente dans les CE. 
Au niveau des CE, la Cav-1 et les cavéoles ont un rôle protecteur dans le développement de 
l’HTP. En effet, les souris KO pour la Cav-1 développent spontanément une HTP due à une 
dysfonction endothéliale et les patients HTAP ont une forte diminution de l’expression de la 
Cav-1 au niveau des CE. À l’inverse, au niveau des CML, les cavéoles ont plutôt un rôle 
néfaste. Des études ont montré qu’elles sont impliquées dans l’influx capacitif et nous avons 
mis en évidence qu’elles sont impliquées dans le tonus myogénique. Certaines études 
suggèrent que lors de l’HTAP chez l’homme ou chez le rat MCT par exemple, la Cav-1 est 
transférée des CE aux CML. Ce transfert induirait non seulement la formation d’une 
néointima mais aussi contribuerait au remodelage de la média via un effet prolifératif et 
migratoire sur les CML. 
E. Conclusion 
Cette étude a permis de mettre en évidence un rôle des cavéoles dans la 
mécanotransduction, à la fois dans la physiologie de l’AIP et dans sa physiopathologie. En 
conditions physiologiques, les cavéoles confèrent à la membrane plasmique une certaine 
plasticité afin de modérer la mécanotransduction (Figure 65A). Cependant, dans une 
pathologie où les forces mécaniques sont augmentées (HTP), les cavéoles vont être 
impliquées dans une modification de la coordination entre le stimulus mécanique et les 































Figure 65 : A. Chez un rat Ctrl, la membrane plasmique riche en cavéoles permettrait 
de « tamponner » un étirement. Un choc osmotique entraînerait l’ouverture des 
cavéoles, l’activation des SAC et un influx de Ca2+. B. Chez les rats HC, un couplage 
entre cavéoles et réticulum sarcoplasmique (RS) se met en place. Les cavéoles, plus 
riches en Ca2+ via une recharge par des PCMA ou un échangeur Na+/Ca2+, 
permettraient un influx de Ca2+ plus important par les SAC. Ce Ca2+ est amplifié par 
une sortie de Ca2+ par les RyR1 du RS sous-membranaire. C. Chez les rats MCT, 
l’expression de la Cav-1 diminue fortement au niveau de la membrane plasmique. Les 
Cav-1 en intracellulaire interviendraient dans la prolifération des CML. 





Les canaux mécanosensibles Piezo dans le poumon 
Nous avons mis en évidence que les canaux mécanosensibles sont importants pour le 
tonus myogénique dans l’AIP. Mais quelle est la nature moléculaire de ces canaux ? 
Récemment, une nouvelle famille de canaux mécanosensibles a été découverte : les canaux 
Piezo. Les premières études réalisées ont montré que le poumon est le tissu qui exprime le 
plus les canaux Piezo qui sont importants dans la vasculogenèse chez l’embryon. Afin de 
mieux comprendre le rôle des canaux Piezo dans le poumon, la première étape est de savoir 
où ce canal est exprimé. Cette étude préliminaire présente la description et la localisation de 
Piezo1 dans le poumon et plus précisément dans l’artère intrapulmonaire. 
1. Les canaux Piezo1 sont exprimés dans le parenchyme, l’AIP et la bronche 
A. Quel anticorps utiliser pour détecter Piezo1 ? 
Pour déterminer la localisation de Piezo1 dans le poumon, nous avons réalisé des 
coupes de poumon de rat au cryostat et visualisé l’expression de Piezo1 par 
immunofluorescence en microscopie confocale. Piezo1 étant un canal découvert récemment 
(en 2010), la spécificité des anticorps disponibles sur le marché n’est pas toujours évidente. 
Ainsi, j’ai pu tester plusieurs anticorps qui ont donné des marquages très différents : 
ab82336 de chez abcam®, NBP1-78446R de chez Novus®, sc-164319 de chez Santa Cruz 
Biotechnology® et 15939-1-AP de chez Proteintech®. Aujourd’hui, seul l’anticorps de chez 
Proteintech® (15939-1-AP) a été utilisé puis validé dans plusieurs études parues dans des 
journaux renommés tels que Nature88, 91, Blood89 ou The Journal of Biological Chemistry87. 
Nous avons également réalisé des marquages sur des cellules NG-10815 transfectées par un 
plasmide codant pour la protéine humaine de Piezo1. Seul l’anticorps de chez Proteintech® 
reconnait les cellules transfectées uniquement (données non présentées). Pour ces raisons, 
les marquages présentés ci-après sont réalisés avec cet anticorps. 
B. Piezo1 dans le poumon de rat 
Sur des coupes de poumon de rat, on constate que Piezo1 est exprimé dans de 
nombreux types cellulaires. En effet, le marquage est présent dans le parenchyme 
pulmonaire, au niveau de l’artère intrapulmonaire, au niveau de la bronche et peut être au 
niveau de la veine également. L’intensité du marquage est nettement plus prononcée au 


















C. Expression de Piezo1 dans l’artère intrapulmonaire 
Sur des coupes d’AIP de rats Ctrl, on constate que Piezo1 est exprimé à la fois dans 
les CE et les CML. Ce profil d’expression est similaire pour différents diamètres de l’AIP 
(Figure 68A). Chez les rats souffrant d’HTP (HC et MCT), Piezo1 est également exprimé dans 


















Figure 66 : Expression de Piezo1sur des coupes de poumon de rat en microscopie 
confocale. Les noyaux sont marqués en bleu et Piezo1 en rouge. On constate que Piezo1 
est exprimé dans le parenchyme pulmonaire, l’AIP, la bronche et la veine pulmonaire. 


















Figure 67 : A. Expression de Piezo1 sur une AIP en en face d’un rat Ctrl. Les noyaux sont 
marqués en bleu et Piezo1 en rouge. Piezo1 est à la fois exprimé dans les CE et dans les 
CML. B. Expression de Piezo1 dans une CML fraichement dissociée d’AIP de rat.                  
C. Expression de Piezo1 en western blot sur des extraits d’AIP avec et sans endothélium. 






















Des marquages en en face d’AIP confirment la présence de Piezo1 dans les CE et les 
CML (Figure 67A). De plus, on constate que Piezo1 est exprimé dans une zone proche de la 
membrane plasmique dans des CML fraîchement dissociées (Figure 67B). 
En western blot, en condition dénaturante, l’anticorps anti Piezo1 détecte de 
nombreuses bandes à environ 250, 170, 130, 100, 70, 55, 42 kDa (Figure 67C). Piezo1 étant 
une protéine d’environ 290 kDa, l’anticorps ne détecte pas de bande à ce poids moléculaire. 
Li Jing et ses collaborateurs précisent que l’anticorps détecte bien une bande à 250 kDa qui 
ne correspond pas à Piezo1 puisque cette bande est toujours présente lorsque les auteurs 
éteignent l’expression de Piezo1 avec des siARN91. La bande que l’on observe juste en 
dessous de 250 kDa sur le western blot ne correspondrait donc pas à Piezo1. 
 
Figure 68 : Expression de Piezo1 dans l’AIP de rat. A. Expression de Piezo1 sur des 
coupes d’AIP de 1er ordre, 2ème ordre et 3ème ordre de rats Ctrl. La lumière des artères 
est indiquée par une *. Les noyaux sont marqués en bleu, la limitante élastique 
autofluoresce en vert et Piezo1 est marqué en rouge. On constate que Piezo1 est 
exprimé dans les CE et dans les CML. B. Expression de Piezo1 dans des AIP de 1er ordre 
de rats Ctrl, HC et MCT. 















D’après les résultats obtenus, Piezo1 est largement exprimé dans le poumon de rat, à 
la fois dans la bronche, le parenchyme pulmonaire et l’AIP. Au niveau de l’AIP, on retrouve 
une expression au niveau des CE et des CML, aussi bien chez des rats Ctrl que chez des rats 
souffrant d’HTP. 
A. Piezo1 dans le parenchyme pulmonaire 
La forte expression de Piezo1 dans le poumon n’est pas si surprenante. Le poumon 
est une structure distensible dont le volume augmente proportionnellement en fonction de 
la pression transpulmonaire laquelle varie au cours de chaque inspiration. Piezo1 pourrait 
être impliqué dans le contrôle ou la sensibilité de cette élasticité du poumon.  
B. Piezo1 dans les bronches 
Les voies aériennes sont des structures de résistance du fait notamment de leur 
structure cartilagineuse pour les voies aériennes proximales et du fait du muscle lisse pour 
les voies aériennes périphériques (bronches de petit diamètre). Les voies aériennes sont 
également soumises à un stress mécanique lors des cycles inspiration/expiration. En réponse 
à un étirement la bronche se contracte, mécanisme qui est exacerbé lors de pathologies 
telles que l’asthme. Ainsi, des SAC ont été identifiés comme impliqués dans ce mécanisme 
de tonus myogénique dans les voies aériennes398, 399. L’épithélium bronchique est lui aussi 
sensible à l’étirement et exprime des SAC400. La mécanotransduction au niveau des cellules 
épithéliales serait impliquée dans la sécrétion d’ATP via des pannexines 1. L’ATP 
interviendrait dans la modulation de la fréquence du battement des cils épithéliaux 
nécessaire à la clairance du mucus401. Ainsi, il est possible que les canaux Piezo1 soient 
impliqués dans la mécanotransduction au niveau des bronches. 
C. Piezo1 au niveau des AIP 
Au niveau des CE, Piezo1 pourrait être impliqué dans de nombreux mécanismes : que 
ce soit la vasodilatation flux-dépendante comme cela a été montré dans les cellules HUVEC, 
dans la sécrétion de facteurs vasoconstricteurs comme l’ET-1 ou dans l’inflammation (voie 
de zyxin par exemple). Au niveau des CML, Piezo1 est peut-être le canal qui participe au 
tonus myogénique des AIP. Pour en savoir plus, il serait intéressant d’étudier plus en détail la 
fonction de Piezo1 dans le poumon et dans l’AIP grâce à des souris KO pour Piezo1. 
D. Limites de cette étude  
Il faut toutefois rester prudent en ce qui concerne l’utilisation des anticorps, y 
compris celui utilisé ici. On constate qu’il fonctionne très bien en immunofluorescence mais 
qu’il détecte de nombreuses bandes et protéines de différents poids moléculaires en 





western blot, sans détecter une bande au poids moléculaire attendu pour Piezo1. Il serait 
intéressant de réaliser un western blot sur des cellules n’exprimant pas Piezo1 et sur des 
cellules surexprimant la protéine afin de valider l’anticorps. Par ailleurs, à ce jour aucun 
anticorps satisfaisant pour Piezo2 n’est commercialisé. Il serait pourtant également 












































u cours de cette thèse, j’ai mis en évidence que les CML d’AIP ont une 
organisation subcellulaire de leurs réserves calciques très précise leur 
permettant de répondre spécifiquement à différents stimuli, qu’ils soient mécaniques 
(étirement) ou hormonaux (ET-1). Chaque partenaire calcique est ségrégé au sein de 
microdomaines intracellulaires et sous-tend différentes voies de signalisations. Lors de l’HTP, 
un remodelage au niveau subcellulaire des réserves calciques se met en place et fait pencher 
la balance de l’homéostasie calcique vers une plus forte augmentation de la [Ca2+]i et donc 
vers une plus forte contraction des artères. Si les AIP de rats souffrant d’HTP ont un tonus 
myogénique exacerbé, celui-ci va conduire à diminuer d’autant plus le diamètre interne des 
artères et à augmenter les résistances périphériques à l’écoulement. La question reste à 
présent de savoir si de telles modifications ont lieu dans les différents types d’HTP chez 
l’homme. Si tel est le cas, y a t-il un facteur qui pourrait être ciblé à des fins thérapeutiques ? 
Vers de nouvelles cibles thérapeutiques 
Au niveau cellulaire, l’augmentation de la [Ca2+]i à la suite d’un étirement est corrélée 
à une augmentation de l’activité des SAC et à une libération de Ca2+ par les réserves 
calciques du RS. Dans ce contexte, quelles pourraient être les cibles thérapeutiques ? Inhiber 
directement les SAC semble être un traitement trop radical. En effet, les SAC étant les 
initiateurs du tonus myogénique, leur inhibition reviendrait à bloquer complètement un 
mécanisme important dans la physiologie des artères et dans de nombreux tissus. En 
revanche, il serait intéressant de cibler certaines réserves calciques internes. Ceci 
permettrait de n’inhiber qu’une partie de la réponse calcique à l’étirement sans totalement 
supprimer le mécanisme complet du tonus myogénique. A l’heure actuelle, un traitement 
qui parait prometteur serait une thérapie génique visant à réintroduire une protéine 
SERCA2a fonctionnelle au niveau pulmonaire. Déjà testé chez le rat MCT dans un traitement 
préventif et curatif, le transfert du gène de SERCA2a contenu dans un virus adéno-associé, 
délivré par aérosolisation en intratrachéale, permet d’empêcher le développement de la 
pathologie chez le rat342. Ce type de traitement par thérapie génique avec SERCA2a a déjà 
été mis en place chez l’homme, en essai clinique, dans l’insuffisance cardiaque248. Ce 
traitement vise à réduire la [Ca2+]i basale en favorisant le repompage du Ca2+ dans le RS. 
Une autre cible thérapeutique intéressante serait de bloquer les RyR402. Nous l’avons 
vu, les RyR interviennent dans l’amplification des signaux calciques, que ce soit dans le tonus 
myogénique ou dans les réponses contractiles aux agonistes vasoconstricteurs. Comme pour 
les SAC, bloquer toutes les isoformes de RyR pourrait être un traitement trop radical tant ces 
canaux sont importants pour la physiologie des AIP. Il faudrait donc un traitement ne 
bloquant que certaines isoformes de RyR403. Le dantrolène est un inhibiteur sélectif des RyR1 
et des RyR3 qui ne bloque pas les RyR2. Déjà utilisé dans le traitement de l’hyperthermie 
maligne et dans la spasticité chez l’humain, à la posologie de 25 mg/jour minimum, sans 
dépasser les 300 mg/jour. À ce jour, le dantrolène est le seul traitement capable d’inhiber les 
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RyR. Les difficultés d’un traitement visant les RyR sont : l’accessibilité du RyR (la molécule 
doit être capable de diffuser à travers les membranes plasmiques), la sélectivité pour une 
isoforme particulière et la toxicité directe ou indirecte du composé404. 
En conclusion, ce travail permet de mieux comprendre les voies de signalisations 
calciques dans la physiologie et la physiopathologie de l’hypertension pulmonaire au niveau 
des cellules musculaires lisses des artères intrapulmonaires et d’envisager de nouvelles 
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Background and purpose:  Dehydroepiandrosterone (DHEA) and its sulfated form, 
DHEAS, are the most abundant steroid hormones in the mammalian blood flow. DHEA may 
have beneficial effects in various pathophysiological conditions such as cardiovascular 
diseases or deterioration of the sense of well-being. However to date, the cellular mechanism 
underlying DHEA action remains elusive and may involve ion channel modulation. In this 
study, we have characterized the effect of DHEA on T-type voltage-activated calcium 
channels (T-channels), which are involved in several cardiovascular and neuronal diseases. 
Key results: Using the whole-cell patch-clamp technique, we demonstrate that DHEA 
inhibits the three recombinant T-channels (CaV3.1, CaV3.2 and CaV3.3) expressed in NG108-
15 cell line, as well as native T-channels in pulmonary artery smooth muscle cells. This effect 
of DHEA is both concentration (IC50 between 2 and 7 µM) and voltage-dependent and results 
in a significant shift of the steady-state inactivation curves towards hyperpolarized potentials. 
Consequently, DHEA reduces window T-current and inhibits membrane potential oscillations 
induced by CaV3 channels. DHEA inhibition is not dependent on the activation of nuclear 
androgen or oestrogen receptors and implicates a PTX-sensitive Gi protein pathway. 
Functionally, DHEA and the T-type inhibitor NNC 55-0396 inhibited KCl-induced 
contraction of pulmonary artery rings and their effect were not cumulative. Conclusions: 
Altogether, the present data demonstrate that DHEA inhibits T-channels by a Gi protein 
dependent pathway. DHEA-induced alteration in T-channel activity could thus account for its 
therapeutic action and/or physiological effects. 
 
Keywords: Dehydroepiandrosterone, T-type calcium channels, Gi protein, Pulmonary artery 







































































Dehydroepiandrosterone (DHEA) and its sulfated form (DHEAS) are the most abundant 
steroid hormones in the blood flow [1]. Age-related decline in serum DHEA may be causally 
related to the development of aging-associated pathophysiological conditions, including 
cardiovascular diseases, insulin resistance, cancer, depression or deterioration of the sense of 
well-being [2]. Administration of DHEA(S) in humans shows a beneficial effect on vascular 
risk markers [3] and significantly improves vascular
 
diseases like pulmonary hypertension in 
animal models [4] Furthermore, DHEA exhibits vasorelaxant effect on isolated arteries [5, 6] 
and modulates neuronal activity, death and survival [7]. Surprisingly, the mechanism of action 
of DHEA remains elusive despite the extensive literature linking DHEA to the 
cytosolic/nuclear steroid
 
receptors. By contrast, in neurons, DHEA modulates the release of 
several neurotransmitters without involvement of nuclear receptor [7]. In endothelial cells, 
DHEA activates NO synthase via a putative cell surface-initiated, G-protein coupled 
mechanism [8]. Moreover, DHEA could also modulate cell proliferation / apoptosis via a 
phosphatidyl inositol 3 kinase (PI3K)/ AKT dependent pathway [9, 10]. 
Since neural and cardio-vascular functions depend on the activity of ion channels, it has also 
been suggested that DHEA could interact with ion channels. Indeed, DHEA reduces 
depolarization-induced intracellular Na
+
 rise in chromaffin cells [11] and increases calcium-
activated potassium channel activity in the pulmonary artery [6, 12], leading to a 
vasodilatation. DHEA effects on calcium flux are yet unraveled. It reduces voltage-gated 
calcium channel currents in hippocampus neurons [13] or TRPC5 channel activity [14]. 
Interestingly, the DHEA metabolite, epiandrosterone, inhibits L-type calcium channel 
currents in cardiac myocytes [15].  
It is yet unknown whether T-type calcium channels (T-channels) are modulated by DHEA, 
although recent studies have demonstrated that these channels are regulated by various 
pathways [16], including estrogens and steroid hormones [17-20]. T-channels (CaV3.1, 
CaV3.2 and CaV3.3 channels) are low-voltage activated [21]. They are expressed in a large 
variety of cells, including neurons, cardiac myocytes, endothelial or smooth muscle cells [22], 
where they contribute to electrical activity and Ca
2+
 entry, and, consequently, to numerous 


































































sensory processing or cell proliferation (reviewed in [21]). Specifically in pulmonary artery 
smooth muscle cells, T-channels are expressed and participate to vasoreactivity and cell 
proliferation, both mechanisms being implicated in pulmonary hypertension [23]. Finally, 
since T-channel expression is highly age-dependent and is affected in cardio-vascular and 
brain diseases, T-channels could act as targets for DHEA modulation. 
In this article, we report the first electrophysiological study of the DHEA effect on the 
recombinant and native pulmonary vascular T-type Ca
2+
 channels. We show here that DHEA 
inhibits these channels in a concentration-dependent manner and that this inhibition involves 
pathway(s) including a modulation of a Gi protein. Moreover, DHEA and the T-type inhibitor 
NNC 55-0396 display functional effect in that they inhibit KCl-induced contraction of 
pulmonary artery rings and their effects are not cumulative. Such a study could help to better 





































































2) Material and methods  
2-1) NG108-15 Cell transfection 
 The clonal NG108-15 cell line was grown in plastic dish with Dubelcco’s modified 
Eagle’s medium supplemented with 7.5 % fetal bovine serum (v/v), 2 mM glutamine, HAT 
complement, 10000 U/ml penicillin / streptomycin in an humidified environment of 5% CO2, 
95 % air at 37°C. At confluence, cells were mechanically re-suspended, diluted 3 fold and 
plated in a new plastic dish.  
Four hours after seeding at 60,000 cells/ml, NG108-15 cells were transiently co-transfected 
with pBK-CMV plasmids encoding the Cav3.1, Cav3.2 or Cav3.3 subunits [24] and pIRES 
plasmid construct that codes for the reporter gene CD8 in a ratio of 1/5 with JET-PEI reagent 
according to the manufacturer recommendations (Polyplus Transfection, France). The plasmid 
constructs code for the recombinant human Cav3 channels (Cav3.1[25], Cav3.2 [26] and 
Cav3.3[27]) were described earlier. Twenty-four hours after transfection, CD8-positive cells 
were identified with anti-CD8 antibody-coated beads (Dynal, France) and further analyzed by 
voltage-clamp experiments. 
2-2) Pulmonary artery smooth muscle cells (PASMC) preparation 
Dissociated smooth muscle cells from pulmonary arteries (PASMC) were obtained as 
previously described [28]. Briefly, intrapulmonary arteries of the first and second order from 
the left rat lung were dissected free from surrounding connective tissues. Endothelium was 
removed by rubbing the luminal surface. Freshly isolated PASMC were obtained by 
enzymatic
 
dissociation using first an Hanks solution at 37°C containing 0.5 mg/mL papain 
and 0.3 mM dithioerythritol, 50 µM CaCl2 for 15 min, and then containing 0.3 mg/mL
 
collagenase with 50 µM CaCl2 for 10 min. Cells were seeded on round glass coverslips, 
stored in culture medium (DMEM) enriched with 10% FCS, and antibiotics maintained at 
37°C in a humidified atmosphere gassed with 5% CO2, and used between 2 and 48 h after 
isolation for electrophysiology. Smooth muscle characteristics of isolated cells were 
confirmed by positive immunostaining with an anti-α smooth muscle actin antibody (data not 
shown). 


































































 Voltage-clamp and current-clamp recordings were made with a standard patch-clamp 
technique using a Biologic RK300 patch-clamp amplifier (Biologic, France). Whole-cell 
recordings were performed with patch pipettes having resistances of 2-5 M. Membrane 
potential and current recordings were stored and analyzed using a PC computer (pCLAMP 10 
system, Molecular Devices, Foster City, CA). Junction potential was electronically 
compensated before acquisition with patch-clamp amplifier. The currents were measured by a 
test pulse from -80 mV to -10 mV. Kinetics of inactivation of the current was calculated with 
a mono-exponential function according to pCLAMP software. Steady-state inactivation 
experiments were performed by a double-pulse protocol. The HP (Holding Potential) was -80 
mV, a test-pulse to 0 mV was preceded by a pre-pulse of 5 s duration and of variable 
amplitude -100 mV up to 10 mV. Steady-state activation curve was constructed from current-
voltage relationship, which was fitted using a combined Boltzmann and linear Ohmic 
relationship as described before [24]. Activation and inactivation curves were fitted with a 
Boltzmann equation, which gives the potential for half-activation and half-inactivation.  
Cells were superfused with an extracellular solution (Ca
2+ 
solution) containing (mM): 130 
NaCl, 5.6 KCl, 1 MgCl2, 2 CaCl2, 11 glucose, 10 HEPES, tetrodotoxin (TTX) 0.2 µM pH 7.4 
with NaOH. In some experiments CaCl2 was substituted by 2 or 20 mM BaCl2 as charge 
carrier (NaCl reduced to 110 mM in the presence of 20 mM BaCl2). To record more 
accurately T-type current, the following intracellular solution (Cs
+
 solution) was used: (mM): 
130 CsCl, 10 EGTA, 5 ATPNa2, 2 MgCl2 10 HEPES, pH 7.3 with CsOH. In the current 
clamp configuration (to record calcium action potential), a K
+
 solution was used and 
contained (mM): 5 NaCl, 50 KCl, 65 K2SO4, 2 MgCl2, 2 ATP, 10 HEPES, pH 7.3 with KOH. 
Drugs were applied on the cells via pressure ejection from a glass pipette. All experiments 
were performed at room temperature. Potassium channels were recorded on PASMC with a 
K
+
 intracellular solution and a Ca
2+ 
extracellular solution (HP -30 mV, ramp depolarization up 
to + 80 mV).  
Intracellular calcium concentration was determined with an indo-1 setup [29].  
 
2-4) Contraction experiments 
Isometric contraction was recorded in rat intrapulmonary denuded arterial rings. Mechanical 


































































(EMKA Technologie, France). As determined in preliminary experiments, tissues were set at 
optimal length by equilibration against a passive load of 0.8 g. At the outset of each 
experiment, K
+
-rich (80 mM) solution, was applied in order to obtain a reference contraction 
used to normalize subsequent contractile responses. For each ring, a cumulative 
concentration–response curve (CCRC) to KCl (4.7 mM to 60 mM) was constructed in the 
absence and in the presence of DHEA or NNC 55-0396. Drugs were added to the external 
solution 30 minutes before the beginning of the CCRC to KCl. 
 
2-5) Chemicals  
BSA-DHEA was purchased from Steraloids (Newport, RI, USA). All other chemicals were 
purchased from Sigma (St Louis, MO, USA).  
 
2-6) Statistics 
Values are given as means  SEM. A student’s t-test or anova with post Dunnett test was 
performed to estimate the significance of the differences between two mean values. A value 



































































3-1) DHEA inhibition of recombinant T-type Ca
2+
 channels. 
NG108-15 cells transfected with Cav3.1, Cav3.2 or Cav3.3 plasmids expressed typical Cav3.1, 
Cav3.2 or Cav3.3 currents, respectively (Figure 1), with a slower kinetic of inactivation 
(inactivation time-constant at -10 mV from a holding potential (HP) at -80 mV: 94  15 ms, n 
= 25) for the Cav3.3 current, as compared to Cav3.1 (14  4 ms, n = 25) and Cav3.2 currents 
(16  4 ms, n = 25). Application of DHEA (10 µM) significantly reduced the current peak 
amplitude (Figure 1A, C, E). The average peak current inhibition induced by 10 μM DHEA 
was 36 ± 5 %, 48 ± 6 % and 39 ± 5 % for CaV3.1, CaV3.2 and CaV3.3 currents, respectively (n 
= 12 - 15 for each experiments). The inhibitory effect of DHEA was observed at every test 
potential, as shown on the corresponding current-voltage curves for CaV3.1, CaV3.2, and 
CaV3.3 currents (Figure 1B, D, F). DHEA inhibition reached its maximum after nearly 60 s 
and was partially reversible upon washout (Figure 2A). Time-course effect of DHEA was not 
dependent on the channel opening because similar inhibition was observed after a 2 minute 
application of DHEA (10 µM) in the presence or in the absence of step depolarization 
(0.1 Hz) (Figure 2B). DHEA increased the inactivation speed for CaV3.3 current (inactivation 
time-constant: 93  12 ms, n =15, and 71  8 ms, n = 15, in the absence and in the presence of 
10 µM DHEA, respectively (Figure 2C). DHEA inhibition was not associated to a non-
specific effect of DHEA on membrane as this hormone had no significant effect on 
endogenous voltage-gated potassium channels of NG108-15 cells. (5 ± 4 %, n = 7, at +50 mV, 
data not shown). 
3-2) T-type current inhibition by DHEA is concentration- and voltage-dependent  
Increasing concentrations of DHEA were then applied to transfected NG108-15 cells. T-
current inhibition was concentration-dependent for CaV3.1, CaV3.2, and CaV3.3 channels 
(Figure 3). Analysis of the dose-response curves for DHEA revealed IC50 values of 7.2 ± 0.11 
μM (n = 7), 1.7 ± 0.11 μM (n = 9) and 6 ± 0.14 μM (n = 9) for CaV3.1, CaV3.2 and CaV3.3 
currents, respectively. Hill slope factors were 0.67 ± 0.15, 0.75 ± 0.18, and 0.9 ± 0.18, for 
CaV3.1, CaV3.2, and CaV3.3 currents, respectively. DHEA inhibitory effect was significantly 
stronger for CaV3.2 current than for the other currents.  
Next, we investigated whether the effect of DHEA on T-currents is state-dependent. A 


































































the steady-state inactivation of CaV3 channels (Figure 4). DHEA significantly shifted the 
steady-state inactivation curves of CaV3.2 currents toward more hyperpolarized potentials of 
12 mV (V0.5 value, 10 μM DHEA, n = 6, Figure 4B). A smaller although significant shift was 
observed in the steady-state inactivation curve for CaV3.1 and CaV3.3 (-10 mV and -9 mV, 
respectively n = 6) (Figure 4AC). Such an effect on the voltage-dependence of the steady-
state inactivation suggests that DHEA interacts with the inactivated state of the channels. As a 
consequence of such steady-state inactivation shift, the inhibition of CaV3.2 currents by 10 
μM DHEA should be larger for depolarized resting potential than for more hyperpolarized 
one. As expected, 10 μM DHEA-induced inhibition of CaV3.2 current at HP -70 mV (-56 ± 7 
%, n = 4) was more pronounced than at HP -100 mV (-34 ± 6 %, n = 4). 
Analysis of the steady-state activation and inactivation properties of the Cav3.1 or Cav3.3  T-
type Ca
2+
 channels in NG108-15 cells revealed that a steady-state Ca
2+
 current, referred to as 
a ‘window current’, could exist (Figure 5A). Window current correspond to the area 
determined by the overlap of steady state inactivation and activation curves. A shift in the 
steady-state curve may reduce the window current. T-type Ca
2+
 channel window current was 
assessed by using a ramp potential from -85 to  +10 mV at a slow depolarization speed (- 0.6 
mV/s). In Cav3.1-transfected NG108-15 cells, this ramp protocol induced a significant 




]i;  Fig. 5B). This bell-shaped Ca
2+
 
response exhibited a [Ca
2+
]i increase in the potential range of the window current which was 
significantly reduced in the presence of 10 µM DHEA (-61 ± 8 %, n = 3). We have previously 
described that this window current is crucial to generate membrane potential oscillations 
(MPOs,[28]). Indeed, shift of steady-state curve to more negative value reduced the window 
current and, as expected, 10 µM DHEA inhibited spontaneous MPOs on all CaV3.1 
transfected cells tested (Figure 5C, n = 7) or CaV3.3 transfected cells (n = 3, data not shown). 
Importantly, DHEA at lower concentration (1 µM) inhibited spontaneous MPOs on 33% of 
CaV3.1 transfected cells tested (n = 6)  
3-3) T-current inhibition by DHEA involves a Gi protein dependent pathway.  
Then, we investigated for the signaling pathways underlying the DHEA inhibitory effect on 
T-type currents. First, we identified that intracellular calcium ions were not required for this 
effect as DHEA by itself did not increase [Ca
2+
]i measured with an indo-1 setup (n = 7, 95 ± 7 
nM and 93 ± 6 nM in the absence and in the presence of DHEA, data not shown). 
Furthermore, in the presence of Ba
2+
 (2 mM) as charge carrier (instead of Ca
2+


































































DHEA still inhibited CaV3 current by 32 ± 5 %, 45 ± 4 % and 35 ± 4 % for CaV3.1, CaV3.2 
and CaV3.3 currents (n = 4), respectively. Second, kinases such as PKA and PKC or PI3K 
were not involved as H89 (0.5 µM, PKA inhibitor), calphostine C (0.5 µM, PKC inhibitor 
activated by UV illumination) or wortmanin (0.2 µM, PI3K inhibitor) did not reverse DHEA 
effect on CaV3.2 currents (Figure 6A, C). Similar results were obtained with CaV3.1 and 
CaV3.2 channels (data not shown, n = 3 for each experiments). Third, the redox modulation of 
T-channels does not modify the DHEA action (Figure 6D) as we found that preincubation of 
transfected cells with DTT (1 mM) left DHEA inhibition unchanged. Yet, as effect of DHEA 
could be exerted via its conversion to estradiol or testosterone, nuclear androgen or estrogen 
receptors antagonists have been tested. Both flutamide (20 µM), a nuclear androgen receptor 
antagonist, and ICI 182780 (1 µM), a nuclear estrogen receptor antagonist did not affect 
DHEA inhibition (Figure 6A, D). Although nuclear receptors were not involved in the effect 
of DHEA, we checked the effect of the sexual hormones, testosterone and estrogen, on T-
channel current. Experiments were performed on CaV3.2 current. Testosterone (1 µM) 
inhibited T-current whereas estradiol had no effect (50 % of the cells) or stimulated T-current 
(Figure 6B, E). 
Then, we tested whether DHEA may act via a membrane receptor. For this, DHEA (50 µM) 
coupled to BSA (DHEA-BSA) was tested in order to prevent membrane crossing. DHEA-
BSA induced a smaller but significant inhibition of CaV3.1, CaV3.2 and CaV3.3 currents 
(Figure 7A, D). This result suggests that a significant part of DHEA inhibition is dependent 
on a plasma membrane pathway. It is however noteworthy that further addition of DHEA (in 
the presence of DHEA-BSA) induced a supplemental inhibition of the current (data not 
shown, n = 2). Finally, we addressed the involvement of a G-protein in the action of DHEA. 
Infusion of GDP-β-S (500 µM) in the cell via the patch-clamp pipette significantly reduced 
the inhibitory effect of DHEA (Figure 7B, D) or DHEA-BSA (19.5 ± 4 %, n = 4, and 11.1 ± 3 
%, n = 2, inhibition of the CaV3.2 current, for DHEA and DHEA-BSA, respectively in the 
presence of GDP-β-S). Overnight incubation of PTX (0.5 µg/ml), a Gi protein inhibitor, 
significantly reduced DHEA effect (Figure 7C, D). Finally PTX also strongly reversed 
DHEA-BSA inhibitory effect confirming that modulation of CaV3.2 channels by DHEA 
involved a Gi protein (Figure 7D). 
 
3-4) DHEA inhibition of native smooth muscle cells T-type Ca
2+


































































When PASMC were depolarized from a HP of -80 mV to -30 mV, a typical T-type current 
with a kinetic of inactivation of 21  4 ms (n = 6) was observed (Figure 8A). At this negative 
HP, the major current is a T-type and contamination by L-type current is weak. Indeed, when 
the HP was -55 mV, this T-type current could not be recorded (data not shown). DHEA 
concentration-dependently inhibited T-type current amplitude as illustrated in Figure 8B 
(depolarization at -30 mV). Analysis of the concentration-response curve for DHEA revealed 
a mean IC50 value of 8.7 ± 3 μM (n = 3) with a Hill slope factor of 1.3 ± 0.3. DHEA blockade 
reached its maximum after nearly 60 s and was partially reversible upon washout (Figure 8C). 
Finally, DHEA significantly shifted the steady-state inactivation curve of T-type currents 
toward hyperpolarized potentials (10 μM DHEA, n = 3). Importantly, DHEA inhibition was 
not associated to a non-specific effect of DHEA on membrane since it was possible to display 
an opposite effect on other channels such as calcium-activated potassium channels which 
were stimulated (+ 95 ± 30 %, n = 6, at + 60 mV, data not shown).  
3-5) DHEA-induced vascular relaxation involves T-type Ca
2+
 channels.  
In a latter set of experiments, we checked the physiological role of T-Type Ca
2+
 channels in 
vascular reactivity and the potential interest of DHEA as relaxant drug. The effect of the T-
type antagonist NNC55-0396 was so tested on DHEA relaxing effect. In rat pulmonary artery 
ring, KCl (20-80 mM) induced concentration-dependent contraction that was decreased 
significantly by DHEA (20 µM). DHEA increased the EC50 of KCl without significantly 
modification of the maximum response. (EC50= 19 ± 2 mM and 28 ± 4 mM p<0.05 
respectively for KCl and KCl+ DHEA response) (Figure 9). For a unique challenging 
concentration of KCl (30 mM), DHEA inhibited contraction in a concentration-dependent 
manner with an IC50 = 22 ± 3 µM (data not shown). The T-type antagonist NNC55-0396 used 
at two different concentrations (0.1 and 0.5 µM) also decreased significantly KCL-induced 
contraction (EC50= 31 ± 5 and 40 ± 6 mM respectively for KCl concentration response in the 
presence of 0.1 and 0.5 µM NNC55-039) ( Figure 9Aa and 9Ab). Similar results could be 
obtained with another T-type inhibitor mibefradil at 0.5 µM (data not shown). When NNC55-
0396 (at both concentrations) was added in the presence of DHEA (20 µM) no further 
inhibitory effect was observed (Figure 9A). It could be noted that DHEA and NCC55-0396 
exhibited a greater inhibitory effect for low (20-30 mM) than for high (60-80 mM) KCl 


































































4) Discussion  
The main finding of the present study is the demonstration that DHEA inhibits the three 
recombinant CaV3 T-type channels expressed in the NG108-15 cell line, as well as native T-
type channels in pulmonary artery vascular smooth muscle cells. We have identified that this 
inhibitory effect of DHEA involves a plasma membrane, Gi protein pathway in NG108-15 
cell line and DHEA inhibits KCl induced contraction in pulmonary artery. 
Recombinant CaV3 channels are efficiently inhibited by micromolar concentrations of DHEA, 
CaV3.2 being the most sensitive. DHEA also inhibits, in the same concentration range, native 
T-channels. In several clinical trials with DHEA supplementation, the oral dose
 
range was 
between 50 and 1000 mg/d, which resulted in serum levels
 
between 10 and 230 nmol/L, 
whereas sulfate DHEA varies between 10 and 60 µmol/l [30]. In rats, an oral DHEA 
supplementation produced a serum concentration of sulfate DHEA superior to 0.1 µM [6]. 
Therefore it appears that the concentrations of DHEA that block T-type Ca
2+
 channels in our 
study are within the same range as those observed after an oral administration of the drug, and 
suggests that a significant inhibition of T-channels may occur in patients receiving a DHEA 
treatment. 
DHEA acts on other channels in the same or even higher concentration range than that 
inhibiting T-type channel. In hippocampus neurons, DHEA > 10 µM inhibits intracellular 
calcium increase induced by GABA or KCl [13]. Similar or higher concentrations (100 µM) 
of DHEA are required for stimulating potassium channels in vascular smooth muscle cells [6, 
12] or for inhibiting sodium influx in adrenal chromaffin cells [11] or P2X channels in PC12 
cells [31]. Taken together, these results indicate that the inhibition of T-type channels is likely 
to be a pharmacological effect of DHEA. 
We previously demonstrated that the inhibitory effect of DHEA on chronic hypoxia-induced 
pulmonary hypertension
 
in rat, partly involved a redox-dependent activation of K
+
 channels in 
PASMC and that the application of DTT inhibits DHEA effects [6]. T-channel activity also 
depends on the redox state notably the CaV3.2 isotype [32]. However, in NG108-15 model, 
DTT did not prevent the DHEA effect on the three T-channel isotypes. Therefore, modulation 
of redox state by DHEA could not account for the inhibitory effect of DHEA on T-channels. 
Alternative mechanisms for DHEA effect were thus investigated. Some of the beneficial 
effect of DHEA could be exerted via its conversion to estradiol or testosterone [2]. 


































































current (Figure 6B). On the contrary, estradiol slightly increased T-current as previously 
observed in neurons [20]. Conversion to testosterone could also be an alternative. However, 
the rapid inhibitory effect (within 1 min) of DHEA or DHEA coupled to BSA does not argue 
in favor of such biochemical conversion. Furthermore, the cytosolic/nuclear testosterone 
receptor is not involved in DHEA effect (neither the estrogen receptor) as assessed by the lack 
of effect of the receptor antagonists, flutamide and ICI 182780. Interestingly, we report that 
similar to DHEA, testosterone inhibits T-type channels (Figure 6E). Such an effect has been 
previously described on A7R5 smooth muscle cell line [19]. It could thus be suggested that 
DHEA or testosterone may act via a common pathway independent of nuclear testosterone 
receptor. 
Steroids coupled with BSA
 
have been used extensively to characterize the plasma membrane-
initiated
 
signaling. DHEA-BSA did inhibit T-channels but less than DHEA alone, which 
suggests a dependence
 
on membrane signaling pathway. DHEA may act at the membrane by 
at least two means. On the one hand, it may insert in the membrane close to the channel or 
directly on the channel as complex lipids. Indeed, lipids inhibit Cav3 channels in the 
micromolar range through a membrane-delimited – possibly direct – interaction [33]. On the 
other hand, it could act via a putative membrane receptor. In this connection, there
 
is 
emerging evidence that DHEA acts via a membrane receptor; the nature of which is still in 
debate [8, 34].  
Previous studies have shown the modulation of T-type channels by G protein (reviewed in 
[35]. For example, CaV3.2 channels were specifically inhibited through a cholera toxin 
dependent pathway [36] or a Gβ2γ2, and CaV3.3 could be inhibited through a Gαq/α11 
pathway [37]. On the contrary, it is yet unclear whether recombinant or native T-channels are 
modulated by Gi protein. Our study shows that DHEA effect involves activation of a Gi-
protein pathway, as GDP-βS and PTX decreased the inhibitory DHEA on T-type current 
(Figure 7). This result is in accordance with other studies showing that PTX-sensitive G 
proteins are involved in the effect of DHEA on proliferation and apoptosis of vascular smooth 
muscle cells [10] or endothelial proliferation and
 
angiogenesis [38]. To date, there is no 
information about a direct modulation of T-channels by Gi protein. However, in DRG 
neurons, activation of M3 muscarinic receptors inhibits T-type calcium channel currents via 
PTX and protein kinase C pathway [39]. Furthermore, T-type channels are modulated by PKC 
(as well as PKA) in a variety of mammalian cells [35]. Yet, in our experiments, DHEA was 


































































that DHEA acts at least via a Gi protein, but the mechanism downstream the G protein 
remains unclear. 
DHEA has several effects on vascular smooth muscle cells. We paid special attention to the 
pulmonary circulation since we previously showed that DHEA treats pulmonary hypertension 
in an animal model. DHEA is a pulmonary vasodilator due, at least in part, to the opening of 
potassium channels, especially BKCa channels [6, 12 , 40]. Activation of potassium channels 
will hyperpolarize cell membrane and then closing voltage-gated calcium channels. However, 
our results further indicate that the relaxant effect of DHEA was not only dependent on 
activation of potassium channel, but also depended on T-type channel inhibition. Indeed, T-
type channels are expressed in pulmonary arteries [41] and may so participate to the 
vasoreactivity. DHEA inhibited T-type current in the quite same concentration range as it 
inhibited KCl induced contraction (see figure 3 and 9). As T-type channels are low threshold 
voltage-gated channel as compared to L-type, low concentration of KCl may activate mainly 
T-channel. In accordance with this idea, we observed that DHEA and NNC55-0396 have a 
greater effect on low KCl concentration as compared to high one consistent to the 
involvement of T-channels in DHEA effect.   Inhibition of recombinant or native T-type Ca
2+
 
channels is highly dependent on their inactivation state. Indeed, DHEA shifts by 
approximately -10 mV the steady-state inactivation curve for each T-channel isotype. 
Therefore, DHEA blockade is more potent at depolarized resting potentials. As resting 
potential of smooth muscle cells is weak (around -55 mV), DHEA effect should be even more 
important than the one described in this study.  
T-channels inhibition by DHEA could have a pharmacological relevance in other tissues. In 
our experiments, DHEA inhibited T-type mediated membrane potential oscillations. In the 
voltage range defined by the overlap between activation and inactivation curves, channels 
activated but were not completely inactivated leading to a steady-state current (or window 
current). This window current is a pacemaker current allowing membrane potential 
oscillations (MPOs) [29, 42, 43]. This suggests that DHEA could be an important regulator of 
firing activities dependent on T-type Ca
2+
 channels in neurons. DHEA may alter neuronal AP 
by another way. CaV3.3 channels are mainly expressed in neurons. We previously showed 
that slow kinetics of inactivation of CaV3.3 channels favor long lasting AP [43] as in thalamus 
[44]. Since DHEA accelerated inactivation kinetics, it should transformed long lasting AP in a 


































































To sum up, the data presented here points out that DHEA potently inhibits the three T-type 
Ca
2+
 channel isotypes. DHEA preferentially blocks inactivated T-type Ca
2+
 channels, which 
corresponds to their status in vascular physiological conditions, by a Gi-dependent pathway. 
Inhibition of T-type Ca
2+
 channels thus represents a novel mechanism by which DHEA is 
pharmacologically active and could account for some of the clinical effects observed in 
patients who are given DHEA mainly in vascular diseases.  
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5) Figures 
Figure 1: DHEA inhibits cloned CaV3 Ca
2+
 channels. A, C, E) effect of 10 μM DHEA (closed 
symbols) on Ca
2+
 currents (open symbols) elicited by a -10 mV test pulse obtained for CaV3.1 
currents (A, squares), CaV3.2 currents (B, circles) and CaV3.3 currents (C, triangles). The 
holding potential (HP) was -80 mV. B, D, F) effect of 10 μM DHEA on current-voltage 
curves obtained for CaV3.1 currents (A, squares; n = 7), CaV3.2 currents (B, circles; n = 6) 
and for CaV3.3 currents (C, triangles; n = 6). The holding potential was -80 mV. Maximum 
current amplitude of control currents (before application of DHEA) were normalized to 1. 



































































Figure 2: DHEA inhibited rapidly T-type/CaV3 Ca
2+
 channels. A) Time course and inhibitory 
effects of two consecutive application of 10 μM DHEA on CaV3.2 T-type currents (HP: -80 
mV, step depolarization -10 mV every 10 s, n = 8). B) Absence of use-dependence effect of 
DHEA. The % of DHEA inhibition did not depend on the activity of the CaV3.2 channel (HP: 
-80 mV, step depolarization -10 mV every 10 s with a stop during 2 minutes, n = 4).  C) 
Effect of 10 µM DHEA on the inactivation kinetics of CaV3 Ca
2+
 channels.  DHEA 
accelerated significantly the inactivation rate of CaV3.3 current as shown in the inset (inset: 
CaV3.3 current in the presence (dashed line) or absence of DHEA, current amplitude was 
normalized to highlight the acceleration of inactivation kinetics). Currents inactivation was 
fitted with a mono exponential function (n = 10-15 for each experiments).  
 
Figure 3: Concentration-dependent inhibition of CaV3 currents by DHEA. Concentration-
response curves for DHEA inhibition of CaV3.1 (▪, n = 9), CaV3.2 (•, n = 7), and CaV3.3 (▴, n 
= 9) currents. Concentration-response curves were established by fitting the normalized 
currents with a sigmoid Hill equation.  % of inhibition is calculated from current recorded in 
the same condition as in figure 1.  
 
Figure 4: Voltage dependence inhibition of CaV3 currents by DHEA. Normalized steady-state 
inactivation curves for the CaV3.1 (n = 5), CaV 3.2 (n = 6), CaV 3.3 (n = 5) subunit in the 
presence (closed symbols) and in the absence (open symbols) of 10 μM DHEA. The steady-
state inactivation was estimated from the variation of the current amplitude at -10 mV after a 
5-s predepolarization of increasing amplitude (-100 to -20 mV with 10-mV increments). C 
insert: typical traces showing the effect of 10 μM DHEA on the steady-state inactivation of 
the CaV3.2 subunit.  
 
Figure 5: DHEA reduced CaV3.1 window current and inhibited CaV3.1 mediated membrane 
potentials oscillations (MPO). A) Normalized activation curve and steady-state inactivation 
curve of CaV3.1 channel in the presence (dashed line) or absence of 10 µM DHEA (solid line) 
which show window current potential range under the intersection of the two curves (n = 5).  
The scale was expended to highlight the potential range of the window current. The activation 


































































activation and inactivation curves (window current) in the presence of DHEA (10 µM) were 
reduced as compared to control condition. B) Long-lasting variation of the intracellular Ca
2+
 
concentration in response to very slow ramp depolarization from −85 to 10 mV at a slow 
depolarization speed (0.6 mV/s) on Cav3.1-transfected cells (a,b) and nontransfected cells (c). 
This protocol allows visualization of the calcium window current only on transfected cells, 
that was reduced in the presence of DHEA (10 µM) (b). Experiments performed in voltage-
clamp on NG108-15 cells loaded with indo-1. C) DHEA inhibits typical MPOs. 
Measurements were made in the current-clamp mode. In B and C: external Ca solution and 
intrapipette solution with KCl solution instead of CsCl one were used. 
Figure 6:  T-current inhibition by DHEA did not involved classical kinase or sexual nuclear 
receptors. A) Typical inhibitory effect of 10 µM DHEA on CaV3.2 transfected NG108-15 
cells pre-incubated with H89 or flutamide (open symbol before application of DHEA, closed 
symbol, in the presence of 10 µM DHEA). B) Typical stimulatory effect of 1 µM estradiol on 
CaV3.2 current (open symbol before application of estradiol, closed symbol, in the presence of 
estradiol). C) Summery bar graph showing that DHEA effect was not altered by preincubation 
of CaV3.2 transfected NG108-15 cells with H89 (0.5 µM, PKA inhibitor), calphostine C (0.5 
µm, PKC inhibitor) or wortmanin (0.2 µM, PI3K inhibitor) (n = 4 for each experiments). D) 
Preincubation  of CaV3.1, CaV3.2 or CaV3.3 transfected NG108-15 with DTT (1 mM, a 
reducing agent), flutamide (Flut, 20 µM, testosterone receptor antagonist), ICI 182780 (ICI,  1 
µM, estrogen receptor antagonist) did not altered DHEA effect (n = 4 - 6 for each 
experiments). E) Summary bar graph showing the testosterone (n = 4) or estradiol (n = 7, only 
cells with a response) effect on CaV3.2 transfected NG108-15 cells. 
 
Figure 7: T-current inhibition by DHEA involved a Gi protein dependant pathway. A) Typical 
trace of CaV3.2 current in the presence (closed symbols) or absence (open symbols) of 
DHEA-BSA (50 µM); B and C) Typical weak inhibitory effect of 10 µM DHEA on CaV3.1 or 
CaV3.3 currents pre-incubated with GDP β S or PTX (open symbol before application of 
DHEA, closed symbol, in the presence of DHEA). D) DHEA coupled to BSA (DHEA-BSA) 
induced a significant inhibition of the 3 cloned channels (n = 4 for each experiments) whereas 
BSA alone induced a smaller alteration of the current. The effects of DHEA were 


































































µM) (n = 4 for each experiments). PTX were preincubated over night. GDP--S were infused 
into the cells via the patch-clamp pipette 5 minutes before current recording.  
Figure 8: DHEA inhibited T-type currents in PASMC. A) Typical trace of T-type current in 
the presence or absence of 10 µM DHEA. Current were recorded in the presence of 20 mM 
Ba
2+
 instead of 2 mM Ca
2+
 as charge carrier and in the presence of 0.1 µM isradipine to 
inhibited L-type calcium (step depolarization from -80 mV to -35 mV). B) Dose-response 
curves for DHEA inhibition of vascular T-type current (n = 3 for each experiments). 
Concentration-response curves were established by fitting the normalized currents with a 
sigmoidal Hill equation. C) Time course and inhibitory effects of two consecutive application 
of 10 μM DHEA on T-type currents. D Normalized steady-state inactivation curves for the T-
type current in the presence (closed symbols) and in the absence (open symbols) of 10 μM 
DHEA (n = 3). The steady-state inactivation was estimated from the variation of the current 
amplitude at -30 mV after a 5-s predepolarization of increasing amplitude (-100 to -20 mV 
with 10-mV increments). 
Figure 9: DHEA inhibition of KCl-induced contraction involved T-type currents in pulmonary 
arteries. A) Effect of DHEA (µM), NNC55-0396 (0.1µM in Aa and 0.5µM in Ab) and 
addition of DHEA plus NNC55-0396 on a KCl CCRC. Note that addition of DHEA to 
NNC55-0396 did not increase NNC55-0396 effect. Experiments performed on rat 
intrapulmonary artery rings (n=5). Values are normalized to an 80 mM KCl contraction 
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Abstract: T-type calcium channels are involved in hypoxic pulmonary hypertension. 
Marc Chevalier, Guillaume Gilbert, Etienne Roux, Philipe Lory, Roger Marthan, Jean-
Pierre Savineau, Jean-François Quignard. 
 
Aims: Pulmonary hypertension (PH) is the main disease of pulmonary circulation. 
Alteration in calcium homeostasis in pulmonary artery smooth muscle cells (PASMC) 
is recognized as a key feature in PH. The present study was undertaken to 
investigate the involvement of T-type voltage gated calcium channels (T-VGCC) in 
the control of the pulmonary vascular tone and thereby in pulmonary hypertension 
development. 
Methods and results: Experiments were conducted in animals (rats and mice) kept 
3-4 weeks in either normal (normoxic) or hypoxic environment (hypobaric chamber) 
to induce chronic hypoxia (CH) PH.  In vivo, chronic treatment of CH rats with the T-
VGCC blocker TTA-A2 prevented PH and the associated vascular hyper-reactivity, 
pulmonary arterial remodeling and right cardiac hypertrophy. Deletion of the Cav3.1 
gene (a T-VGCC isoform) protected mice from CH-PH. In vitro, patch-clamp and 
PCR experiments revealed the presence of T-VGCC (mainly Cav3.1 and Cav3.2) in 
PASMC. Mibefradil, NNC550396 and TTA-A2 inhibited, in a concentration-dependent 
manner, T-VGCC current, KCl-induced contraction and PASMC proliferation. 
Conclusion: The present study demonstrates that T-VGCC contribute to 
intrapulmonary vascular reactivity and are implicated in the development of hypoxic 
PH. Specific blockers of T-VGCC may thus prove useful for the therapeutic 
management of PH.   
Key words: Arterial reactivity - calcium channel blockers - Pulmonary circulation - 
Patch-clamp - T-type calcium currents.






1. Introduction.  
Pulmonary circulation is a specific circulation with low pressure and high flow. The 
main disease of the pulmonary circulation is pulmonary hypertension (PH). According 
to the classification of PH, pulmonary arterial hypertension (PAH), the most evident 
form of PH, is a fatal disease characterized by an increase in pulmonary blood 
pressure (mean value > 25 mmHg) and vascular resistance. It leads to a right 
ventricular heart failure and ultimately to death1. This disease is associated with a 
hyper-reactivity to vasoconstrictors agents such as serotonin2 and a remodeling of 
pulmonary arteries with proliferation and migration of pulmonary arterial smooth 
muscle cells (PASMC)1, 3.  
An increase in the intracellular calcium concentration ([Ca2+]i) is a critical event 
involved in PASMC contraction, proliferation and migration which evolves during PH4. 
Evidence indicates that changes in expression and function of ionic channels 
involved in [Ca2+]i handling such as potassium channels, voltage-independent 
channels (TRPC6, TRPC1) or voltage-gated calcium channels (VGCC) are 
implicated in PH5-7.  
VGCC constitute a main route for calcium influx into PASMC8. The family of VGCC is 
divided into high voltage-gated channels (L-VGCC, for instance in PASMC) and low 
voltage-gated T-type channels (T-VGCC). Three isotypes (Cav3.1, Cav3.2 and 
Cav3.3)
9 encode for T-VGCC. Although L- and T-VGCC are both activated by 
depolarization, L-VGCC are mainly activated by large depolarization whereas T-
VGCC are activated near to the resting membrane potential and inactivate rapidly9.  
Although L-VGCC inhibitors are largely used in the treatment of systemic vascular 
diseases, they are not so efficient in the treatment of PH10. We hypothesize that T-
VGCC could constitute an alternative therapeutic target in PH since they also 






participate in cell proliferation and in vascular tone of pulmonary arteries. Indeed, T-
VGCC protein expression is increased in PH11, 12 and DHEA, a T-VGCC inhibitor13, 
prevents PH3. Those channels are involved in vascular contraction induced by L-NNA 
in rat hypertensive pulmonary arteries14 or by serotonin in bovine pulmonary 
vessels15. Finally, the selective blockade of Cav3.1 expression (a T-VGCC isoform) 
inhibits PASMC proliferation, in vitro16, 17. Studies on T-VGCC have been hampered, 
thus far, by the use of weakly selective inhibitors (mibefradil, nickel, flunarizine or 
pimozide)9, 18. Whereas these drugs also target L-VGCC, new classes of blockers 
(TTA-A2 or NNC550396), are reported to be more selective19, 20 and have therefore 
been used in this study. 
The purpose of this study was thus to specifically evaluate the involvement of T-
VGCC in pulmonary vascular reactivity and in PH. Using animal models of PH 
(chronically hypoxic rats and mice), genetically modified mice (Cav3.1
-/- mice) and 
selective T-VGCC blockers, we demonstrate that T-VGCC are involved in the 
development of PH.  








2. Material and Methods. 
Complete section is provided in supplemental data S1. 
 
2.1. Animal models. 
The investigations were carried out according to the care and use of our local ethic 
committee (“Comité d’Ethique de Bordeaux en Experimentation Animale N°50) 
Wistar male rats (200–300 g) were housed in ambient room air (normoxic rats -Nx) or 
in a hypobaric chamber (50 kPa) for 3 weeks to induce PH (chronic hypoxic rats -
CH). At completion of the 3 weeks period, rats were anesthetized with 10 mg/kg 
xylazine and 50 mg/kg ketamine by intraperitoneal injection, and mean pulmonary 
arterial pressure (PAP) was measured, in closed-chest rats, by means of a catheter 
inserted into the pulmonary artery and attached to a Baxter Uniflow gauge pressure 
transducer.  
Cav3.1
-/- mice were a gift from Pr. Shin (KIST, Seoul, Republic of Korea). Animals 
were genotyped as previously described21. Littermate mice were separated in four 
groups. Normoxic (Nx) Cav3.1
+/+ or Cav3.1
-/- mice were housed in ambient room air, 
whereas chronic hypoxic (CH) Cav3.1
+/+ or CH Cav3.1
-/- mice were housed for 4 
weeks in the hypobaric chamber (50 kPa)22. To measure right ventricle pressure 
(RVP), mice were anesthetized with 10 mg/kg xylazine and 50 mg/kg ketamine by 
intraperitoneal injection, and mean RVP was measured, in closed-chest mice, 
through a mylan catheter inserted in the right ventricle through the cardiac wall.  
 






For in vitro and histology experiments, rats and mice were euthanized by intra-
peritoneal injection of pentobarbital sodium (120 mg/Kg) 
 
2.2. Membrane current recordings. 
Voltage-clamp recordings (whole-cell configuration) were made with a standard 
patch-clamp technique on freshly isolated PASMC obtained by enzymatic 
dissociation of intrapulmonary artery (IPA)13. Complete electrophysiological details 
are provided in S1. 
 
 
2.3. PCR experiments. 
PCR experiments were conducted on a Rotor-Gene 2000 (Corbett Research). 
Primers are indicated in S1.  
 
2.4. Contraction experiments. 
Rat IPA rings of 1.6–2 mm length were mounted in organ baths of a computerized 
isolated organ bath system (IOX, EMKA Technologies, Paris) containing a Krebs 
solution (S1). IPA rings from Nx and CH rats were set at optimal length by 
equilibration against a passive load of 1 g and of 1.6 g, respectively2. At the beginning 
of each experiment, K+-rich (KCl, 80 mM) solution was applied in order to obtain a 
reference contraction, which was used to normalize subsequent contractile 
responses. Reactivity of rings was assessed by constructing both cumulative and non 
cumulative concentration–response curve to KCl (15 mM to 80 m M) (fig S1). 
 
2.5. Cell proliferation assay. 






Briefly, DNA synthesis was assayed using BrdU incubation (10 μM, 2h) according to 
the manufacturer’s instructions (BrdU colorimetric method Roche Applied Science) 
on cultured PASMC in the presence of different calcium inhibitors (S1). 
 
2.6. Histology. 
A section of lung was formalin-fixed for histological studies. IPA external diameter 
(PAED), IPA internal diameter (PAID), and percentage vessel wall thickness (PAED - 
PAID)/PAED × 100) were measured in small- and medium-sized IPA (80–200 μm). 
Each group consisted of four rats or mice, and 10 measures were made per rat by an 
investigator blinded to the treatment groups. 
 
2.7. TTA-A2 infusion in rats. 
The T-VGCC blocker, TTA-A2, was dissolved in vehicle: 10% ethanol, 40% PEG400, 
25% hydroxypropyl-beta-cyclodextrin at a concentration of 20 mg/mL. TTA-A2 was 
delivered at the rate of 0.05 mg/h for 3 weeks using an osmotic mini pump (Alzet, 
model 2ML4) implanted subcutaneously two days before exposition to CH 
(anesthesia: 60 mg/Kg pentobarbital, intra-peritoneal injection). Such a protocol led 
to a TTA-A2 concentration in blood around 1 µM. 
 
2.8. Drugs. 
All drugs were from Sigma. TTA-A2 was provided by Merck and Co., Inc. 
 
2.9. Statistics. 
Data are given as mean ± s.e.m. of n experiments. In Figures 5 and 6, n was the 
number of animal tested. Statistical analyses were performed with a two way ANOVA 






test for repeated measures (figures 1C, 4A,B,C, 6A), one-way ANOVA test with a 
Bonferroni correction for post test (Figure 2A,B,D,E, 3A,B,D, 4D, 5D, 6B,C) and 
Mann-Whitney test (figure 5A). Differences were considered statistically significant 
when p<0.05. 








3.1. T-VGCC are expressed in PASMC.  
Depolarization of freshly isolated PASMC from Nx or CH rats activated a fast inward 
and transient current (fig 1A,B) in the presence of L-VGCC inhibitors. This current 
has T-VGCC characteristic as (1) it inactivated rapidly (τ inactivation at -30 mV: 22 ± 
4 ms n=7 and 25 ± 6 ms n=5, for Nx and CH rats, respectively), (2) the threshold of 
activation was around -50 mV and (3) the maximum peak current was measured 
around -30 mV (fig 1C). Furthermore, T-VGCC blockers TTA-A2 (1 µM) and 
NNC550396 (1 µM) inhibited this current in Nx-rats at all depolarizing potentials 
tested (fig 1A and S2A, B, C). Ni2+ (50 µM) partially inhibited this current (-38 % ± 5, 
n=3). The electrophysiological identification of T-VGCC current was also confirmed 
by RT-PCR analysis using specific primers for Cav3.1 and Cav3.2 on RNA extracts 
from the media of rat IPA (fig 1D). PASMC also expressed L-VGCC current. This 
current was completely inhibited by the L-VGCC antagonist diltiazem (fig S2D), 
partially inhibited by mibefradil (1 µM, 34% inhibition, n=4) and NNC550396 (1 µM, 
22% inhibition, n=4) but almost not modified by TTA-A2 (1 µM, 4% inhibition, n=4) 
(fig.1E, F) 
 
3.2. TTA-A2 prevents CH-induced PH. 
Since PASMC express T-VGCC, we investigated the involvement of T-VGCC on the 
development of PH by using TTA-A2 treatment in vivo. Rats were implanted with an 
osmotic pump filled with TTA-A2 and then kept in the hypobaric chamber for 3 
weeks. TTA-A2 treatment prevented CH-induced increase in both mean pulmonary 
pressure (37 and 25 mmHg, p<0.05, in CH and CH-TTA rats, respectively) and 






Fulton’s index (0.5 and 0.36, p<0.05) in CH and CH-TTA rats, respectively) (fig 2A, 
B). TTA-A2 treatment also protected from CH-induced wall thickness hypertrophy as 
shown in figure 2C, D. We investigated whether the in vivo chronic treatment with 
TTA-A2 also prevented hyper-reactivity of IPA to vasoconstrictors (KCl and 
serotonin). In vitro, 15 mM KCl induced a contraction of 29 ± 4% (n=7) of the maximal 
contraction (80 mM KCl) in IPA from CH-rats compared with 5 ± 3 % (n=7) in IPA 
from Nx-rats. When CH-rats were treated in vivo with TTA-A2, 15 mM KCl-induced 
contraction was reduced to 9 ± 3 %  (n=7, p<0.05), showing that TTA-A2 prevented 
vascular hyper-reactivity (Fig 2E). Moreover, chronic TTA-A2 treatment in vivo also 
reduced the hyper-responsiveness of CH-IPA to serotonin (fig 2E). 
 
3.3. Deletion of CaV3.1 gene protected mice from PH. 
To further confirm the contribution of T-VGCC in the development of CH-induced PH, 
we performed experiments on Cav3.1 null mice (Cav3.1
-/-). In Nx mice, right ventricle 
pressure and Fulton’s index were not statically different between WT and Cav3.1
-/- 
mice (fig 3). In WT mice, 4 weeks in the hypobaric chamber induced PH, confirmed 
by an increase in both right ventricle pressure and Fulton’s index (fig 3A, B). In 
contrast, no significant increase was observed in Cav3.1
-/- mice for any of these 
parameters (fig 3A, B). Using morphological analysis, in order to compare CH-
induced IPA remodeling in WT and Cav3.1
-/- mice, we observed that CH induced a 
potent remodeling in WT but not in Cav3.1
-/- mice (fig 3C, D). Taken together, these 
results show, for the first time, that the Cav3.1
 contributes to the development of CH-
induced PH.  
 
3.4. T-VGCC and vascular reactivity in rat Nx- and CH-IPA.  






To better understand the mechanisms by which T-VGCC blockers prevent PH, we 
investigated the effect of acute application of T-VGCC blockers on KCl-induced 
contraction in vitro on Nx and CH-IPA. 
 
3.4.1. T- VGCC blockers reduce KCl-induced contraction in IPA from Nx-rats 
A non-cumulative concentration-response curve for KCl (15 to 80 mM, fig S1) was 
used to allow PASMC repolarization between each KCl application and to avoid T-
VGCC inactivation. TTA-A2 (1, 10 or 30 µM) reduced the amplitude of KCl-induced 
contraction, in a concentration-depend manner (fig 4A). Moreover, its inhibitory effect 
was more pronounced for low than for high KCl concentrations: TTA-A2 (30 µM) 
reduced by 79% the 30 mM KCl-induced contraction and by only 35% the 80 mM 
KCl-induced contraction (fig 4A, D). NNC550396 was also a powerful inhibitor of KCl-
induced contraction with similar characteristics: at 10 µM, it fully abolished the 30 mM 
KCl-induced contraction but reduced the 80 mM KCl-induced contraction by 70% only 
(fig 4B, D). Mibefradil as well as flunarizine and pimozide inhibited KCl-induced 
contraction but displayed  the same inhibitory effect on contraction induced by either 
low (30 mM) or high (80 mM) KCl concentrations (fig 4C and S3), which may be 
associated with an effect on both T and L-VGCC. Finally, 50 µM Ni2+ weakly inhibited 
the 30 mM KCl-induced contraction (14 ± 5 %, n=3, fig S3). 
Since activation of T-VGCC depends on the resting membrane potential value, 
subsequent experiments were performed in the presence of cromakalim, a well 
known K-ATP channel opener which hyperpolarizes PASMC23. TTA-A2 and 
mibefradil were more powerful inhibitors of KCl-induced contraction in the presence 
of 10 µM cromakalim (fig 5A). Additionally, we performed a cumulative concentration-
response curve to KCl, which favored progressive cell depolarization and T-VGCC 






inactivation (fig S1). In these conditions, TTA-A2 (10 µM) had a smaller inhibitory 
effect on 30 mM KCl-induced contraction than in  the protocol performed in figure 3 (-
26 ± 4 % n=4 (fig 4) and -57 ± 6 % n=8 (fig 5B)).  
T-VGCC blockers were tested in the presence of the L-VGCC blocker diltiazem. 
Diltiazem (5 µM), alone, decreased the contraction induced by non-cumulative doses 
of KCl (15 - 80 mM). However, TTA-A2 exhibited an additional inhibitory effect, 
mainly for low KCl concentrations (fig 5C). NNC550396 had a similar effect on 40 mM 
KCl induced contraction (fig 5D).  
Altogether, these results imply that, in Nx rat IPA, KCl-induced contraction is 
sensitive to T-VGCC blockers, especially under conditions for which T-VGCC may be 
active (i.e. hyperpolarized resting membrane potential).  
 
3.4.2. T- VGCC blockers reduce KCl-induced contraction in IPA from CH-rats. 
We observed that low KCl concentrations (15 to 40 mM) induced a greater 
contraction in CH-IPA than in Nx-IPA, indicating a hyperactivity of CH-IPA to a weak 
depolarization (fig 6A, B). All T-VGCC blockers inhibited KCl-induced contraction on 
CH-IPA. The effect was similar to or slightly smaller than for Nx-rats (fig 6B). As for 
Nx-rats, TTA-A2 inhibitory effect was more pronounced for low than for high KCl 
concentrations: 30 µM TTA2 reduced by 85 % and 35 % the 15 mM and 80 mM KCl-
induced contraction, respectively. Mibefradil inhibition was consistent whatever the 
KCl concentration used (not shown). CH-IPA appeared thus hyper-reactive due to T-
VGCC stimulation by low KCl concentration, and this feature was reverted by specific 
T-VGCC inhibitors.  
 
3.5. T-VGCC blockers reduce PASMC proliferation. 






Since cell proliferation is implicated in PH development17, PASMC proliferation 
stimulated by 10% fetal calf serum was evaluated. In the presence of T-VGCC 
blockers, PASMC proliferation was inhibited in a concentration-dependent manner 
(fig 6C). The anti-proliferative effect was still observed in the presence of the L-VGCC 
inhibitor, diltiazem. These data demonstrate the involvement of T-VGCC in PASMC 
proliferation. 
 








In this study, we have demonstrated that T-VGCC play a role in the control of 
pulmonary vascular tone. We show, for the first time that T-VGCC, and mostly 
Cav3.1, are involved in the development of PH since T-VGCC blockers administered 
in vivo or deletion of the Cav3.1 gene prevent the development of CH-induced PH in 
rats and mice, respectively.  
Patch-clamp experiments indicate that PASMC express functional T-VGCC 
characterized by a rapidly inactivating current , a low voltage activation threshold and 
a sensitivity to T-VGCC inhibitors, mibefradil, TTA-A2 and NNC5503969, 24 as 
previously described in cerebral arteries25 . Initially described in few SMC types17, 21, 
24, 26-28, the present study confirms that T-VGCC are obviously present in more SMC 
types e.g., PASMC13. The molecular entity responsible for the T-current in IPA is a 
combination of Cav3.1 and Cav3.2 isotypes (fig1D). Indeed, in the present patch-
clamp experiments, low Ni2+ concentrations (50 µM), which inhibit only Cav3.2 
channel 29, partially inhibited the T-current.  In some SMC, the two isotypes display 
opposite effects on vasomotor response. Cav3.1 is mainly implicated in cell 
proliferation and contraction17, 28, 30, whereas Cav3.2 is involved in vessel relaxation 
as in coronary arteries due to its action on potassium channels21. If it was the case in 
PASMC, low Ni2+ concentration, which inhibits Cav3.2, could unmask a 
vasoconstrictor effect mediated by Cav3.1 VGCC. Here, we did not observe such an 
effect thus indicating that both Cav3.1 and Cav3.2 VGCC are involved in IPA 
contraction. Patch-clamp experiments also show that TTA-A2 inhibits T-VGCC 
without affecting L-VGCC in PASMC confirming that it is 300 fold more selective for 
T-VGCC than for related L-VGCC20. We therefore used this selective T-VGCC 






inhibitor for in vivo treatment of rats. TTA-A2 did prevent PH as it statistically reduced 
mean PAP increase, right cardiac hypertrophy and pulmonary arterial remodeling that 
are hallmarks of PH 3. The different critical functions of T-VGCC including control of 
cell proliferation, vascular tone and vascular hyper-reactivity may explain the global 
effect of TTA-A2 on PH. T-VGCC inhibition reduces PASMC proliferation as in carotid 
or IPA16, 17, 30 thus  counteracting vascular wall remodeling. 
We show that chronic treatment by TTA-A2 administered in vivo reduces pulmonary 
vascular hyperreactiviy to both KCl and serotonin2 in CH-rats. This effect may be due 
to a continuous decrease in the calcium influx through T-VGCC, thus limiting vascular 
contraction and pressure increase. The subsequent lower calcium influx in IPA could 
also reduce calcium effect on IPA remodeling which normally occurs during CH-PH. 
Indeed, T-VGCC expression is increased in CH-PASMC12. Here, we did not observe 
a statistically significant increase in T-VGCC activity during PH in vitro in dissociated 
cell but it could be hypothesized that such activity is increased, in vivo, by local 
modulators.  For instance, serotonin, whose concentration is increased in PH, could 
activate T-VGCC via a fine tuning of the membrane potential15. Additional signaling 
pathways could also account for the effect of T-VGCC inhibitors. For instance, hyper-
reactivity is linked to Rho-kinase dependent pathway. Since interplays between T-
VGCC and Rho-kinase have been previously described31, T-VGCC inhibitors may 
also reduce hyper-reactivity by interfering with this pathway. Modification of the 
expression of ionic channel (e.g., potassium channels), serotonin receptor, or 
intracellular calcium signaling pathway could not be excluded to explain the reduction 
of vascular hyper-reactivity by TTA-A2. All T-VGCC inhibitors inhibited KCl-induced 
contraction to the same extent as or more weakly than that observed in Nx-IPA. The 






somewhat lower efficiency of blockers in CH-PASMC is consistent with the fact that 
membrane potential is more depolarized in CH-PASMC compared with Nx-PASMC 32 
and this is  associated with an extended inactivated state for T-VGCC (i.e. less 
available T-VGCC). TTA-A2 is a newly developed molecule and we have not 
examined its  effect  on all signaling pathways potentially involved in PH. The 
beneficial effect of TTA-A2 on PH development may also  be due to an action on 
some other target such as L-VGCC, Cl- channels, TRP channels which are involved 
in the pathophysiology of PH, although, in the latter case, we have shown that it did 
not inhibit TRPV4 channels, fig S2 E).  
We have confirmed the role of T-VGCC in PH using knock-out Cav3.1
-/- mice. We 
have performed experiments on this strain mouse as (1) these mice have a normal 
blood pressure without important vessel abnormalities33; (2) relaxation phenomena 
are not altered21; (3) SMC proliferation depends on this isotype34. Wild type CH mice 
develop PH evidenced by an increase in systolic pressure, pulmonary arterial wall 
remodeling and right ventricle hypertrophy (fig 3). By contrast, mice lacking Cav3.1 
gene (Cav3.1
-/-) did not develop these cardiovascular alterations when exposed to 
CH. Cav3.1
 deletion mimics TTA-A2 action in CH-rats and may act on PH by the 
same way. Other hypotheses may explain this prevention of PH. T-VGCC deletion in 
endothelium and cardiomyocytes may be involved in the reduction of PH symptoms. 
Indeed, T-VGCC participate in the endothelium-dependent regulation of vascular 
tone and red blood cells aggregation35 and also in cardiac hypertrophy36. Involvement 
of Cav3.2 channels in the development of PH could not be excluded and further 
experiments with Cav3.2
-/- mice will be required to address this issue. Overexpression 
of Cav3.2 during PH is in favor of a putative role of this channel in PH
12. However  






Cav3.2 VGCC may play a complex role  since it is implicated in vascular relaxation in 
the  coronary artery21 or it can antagonize  relaxation elicited by 5-6 EETs 
(epoxyeicosatrienoic acids )37. 
 
While the role of L-VGCC in IPA contraction has been extensively described38, the 
role of T-VGCC is not yet established. The function of T-VGCC was emphasized in 
our experiments by using a variety of T-VGCC inhibitors on KCl-induced contraction. 
KCl-induced contraction is of physiologic relevance since it induces PASMC 
depolarization and VGCC activation is induced by several vasoconstrictor agents. In 
IPA, we show that TTA-A2 inhibits, in the concentration range specific to T-VGCC, 
KCl-induced contraction confirming that T-VGCC are important contributors to 
calcium influx in IPA. Previous studies have shown that TTA-A2 inhibits all three 
subtypes of low voltage-gated T-VGCC with a comparable potency (IC50 around 1 
µM)39. However TTA-A2 is a more powerful inhibitor of Cav3.2 at more depolarized 
holding potential40 (IC50 around 10 nM). The concentrations used in the present 
experiments are far greater and this does not allow to discriminate between the 
respective involvement of Cav3.1 and Cav3.2 isotypes in the contraction. NNC550396 
is a less selective inhibitor of T-VGCC since it inhibits T and L-VGCC as previously 
described 41. However, the observed inhibitory effect of NNC550396 at 1 µM was 
more important than that on L-VGCC, confirming the involvement of T-VGCC in 
contraction. Mibefradil inhibits T-VGCC current with an EC50 around 1 µM on SMC
42 
but also other calcium channels43 according to the concentration used as shown in 
figure 1. In PASMC, low concentrations of mibefradil (<1 µM) inhibited KCl-induced 
contraction to a larger extend than L-VGCC (fig 1E and 3C) confirming the role of T-
VGCC in KCl effect. Moreover, the additive effect of the combined application of 






diltiazem and NNC550396 (fig 5C) confirms that the inhibition observed in the 
presence of less specific blockers of T-VGCC may be associated with a mixed 
inhibition of T-VGCC and L-VGCC current.  
To further determine the role of T-VGCC in the contraction of IPA, we took into 
account the electrophysiological properties of these channels. Low depolarization 
activates mainly T-VGCC (low threshold channels) whereas high depolarization is 
required to activate L-VGCC as described in cerebral arteries26. Taking advantage of 
the well established relationship between extracellular KCl concentration and the 
resting membrane potential in IPA23, we assumed that the contraction induced by low 
KCl concentrations (estimated depolarization23 of 8 and 16 mV for 15 mM and  30 
mM KCl, respectively) implicates  mainly T-VGCC, whereas high KCl concentrations 
(estimated depolarization23 of 28 and 38 mV for 40 mM and  80 mM KCl, 
respectively) activate mainly L-VGCC. In accordance with this hypothesis, TTA-A2 
(and NNC550396) mainly inhibited the contraction induced by low KCl concentrations 
as compared to contraction induced by high KCl concentrations while less specific T-
VGCC inhibitors, such as mibefradil, inhibited both contractions to the same extend. 
Activity of T-VGCC is dependent on the resting membrane potential value. Indeed, 
when the resting membrane potential is depolarized, T-VGCC turn into an inactivated 
state. Accordingly, T-VGCC blockers were less powerful when cells depolarize 
gradually (as during CCRC to KCl, fig. 5B). In conclusion, T-VGCC inhibition could 
thus reduce the calcium influx that triggers vasoreactivity and myogenic tone in 
pulmonary artery as observed in cerebral artery26, 27, 41. 
Since the resting membrane potential of PASMC is around -50 mV, a value at which 
T-VGCC are largely inactivated, the contribution of these channels to T-VGCC to the 






KCl-induced contraction might be questioned. However, a "window" T-current44 as 
well as a T-VGCC like current with a high threshold of activation45, might give raise to 
a sustained calcium influx also at more depolarized potentials. Both these currents 
are inhibited by TTA-A240. 
In conclusion, the present study indicates that T-VGCC participate to IPA vascular 
reactivity under control conditions. Using different animal models of PH including 
genetically modified mice (Cav3.1
-/- mice), we have also demonstrated that T-VGCC, 
i.e. Cav3.1 channels, are implicated in the development of hypoxic PH. These results 
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7. Figures legend. 
 
Figure 1: Rat PASMC express functional T-VGCC. A, B) Typical traces of T-VGCC 
currents from Nx and CH-PASMC, respectively. C) Current–voltage relationships 
obtained from a holding potential of −80 mV in Nx or CH-cells (n=4). Current values 
were normalized by cell capacity (pF). Currents were recorded in the presence of 5 
mM Ba2+ as charge carrier and in the presence of 0.1 μM nicardipine to inhibit L-
VGCC (step depolarization from −80 mV to −30 mV). D) The presence of Cav3.1 and 
Cav3.2 transcripts was tested through standard RT-PCR. Expected lengths of PCR 
products were 174 and 162 bp for Cav3.1 and Cav3.2, respectively. E) Typical trace 
of L-VGCC current in the presence of TTA-A2 (30 µM) and NNC550396 (NNC) (10 
µM). F) Compiled inhibitory effects of L-VGCC inhibitor (diltiazem) and T-VGCC 
inhibitors (Mibefradil, NNC550396 and TTA-A2) on L-VGCC current. Currents were 
recorded in the presence of 5 mM Ba2+ as charge carrier (step depolarization from 
−50 mV to 0 mV). 
 
Figure 2: TTA-A2 inhibits PH development in CH rat. TTA-A2 (infused with an 
osmotic pump during 3 weeks) prevented the increase of the mean PA pressure (A), 
right ventricle hypertrophy (Fulton index, B) and arterial remodeling of CH rats (C, D). 
C) Typical image of lung of Nx, CH and CH+TTA-A2 rats. The arrows indicate the 
vessel, D) histogram of wall thickness results. E) Infused TTA-A2 prevented vascular 
hyper-reactivity of IPA to vasoactive agents: 15 mM KCl and 1 µM serotonin. Values 
are normalized to the amplitude of an 80 mM KCl-induced contraction obtained on 
Nx, CH and chronically infused TTA-A2 CH rats. Note that IPA were washed several 






time before contraction experiments, allowing a high dilution of infused TTA-A2. * 
indicate p<0.05. ns: not significantly different.  
 
Figure 3: Cav3.1 channel is required for CH induced PH in mice. Wild-type (WT) and 
Cav3.1
−/− mice were maintained in Nx condition or subject to CH for 3 weeks (CH). 
(A) Mean right ventricle pressure; (B) Right ventricle hypertrophy (Fulton index). In C, 
typical images of lungs from Nx WT, CH WT, Nx Cav3.1
−/− and CH Cav3.1
−/− mice 
(the arrow indicates the vessel). D) Quantification of wall thickness/vessels size ratio 
of pulmonary arteries. Note that Nx Cav3.1
−/− mice had the same parameters as Nx 
mice but CH Cav3.1
−/− mice did not develop a severe PH, compared to WT CH mice. 
* indicate p<0.05. ns: not significantly different.  
 
Figure 4: T-VGCC blockers inhibit KCl-induced contraction in Nx-rat IPA. A, B, C) 
Effect of TTA-A2 (inset original trace), NNC550396 and Mibefradil at different 
concentration on non-cumulative concentration–response curve to KCl. D) 
Percentage of inhibition the T-VGCC blockers for each KCl concentration. TTA-A2 
and NNC55-0396 inhibited mainly contraction induced by low KCl concentration 
whereas Mibefradil was similarly effective regardless to the concentrations used. 
Experiments were performed on rat IPA rings (n = 5). Values were normalized to an 
initial 80 mM KCl contraction elicited before addition of blockers. For D, statistical 
analysis was performed by a one way ANOVA between the 4 KCl induced response 
for each concentration of T-VGCC antagonist. 
 
Figure 5: T-VGCC blockers effect is dependent on the membrane potential value. A) 
In the presence of cromakalim (K-ATP opener), T-VGCC blocker effectiveness was 






increased. B) Effect of 1 µM TTA-A2 on cumulative concentration–response curve of 
KCl. Note the difference with the response in figure 2A (non cumulative curve). C) 
and D. TTA-A2 and NNC550396 still exert inhibitory effect on KCl-induced 
contraction in the presence of the L-VGCC blocker, diltiazem. Experiments were 
performed on rat IPA rings (n = 5). TTA-A2 + diltiazem experiments were performed  
on non-cumulative concentration–response curve to KCl. Values are normalized to 
an initial KCl contraction elicited before addition of blockers (40 mM KCl for NNC+ 
dilatiazem or 15, 25, 30, 40 ,60, 80 mM for TTA-A2 + diltiazem) . 
 
Figure 6: T-VGCC blockers inhibit KCl-induced contraction in IPA from CH rat. A) 
Effect of TTA-A2 at different concentration on non-cumulative concentration–
response curve to KCl of CH pulmonary vessels. B) Comparison of the percentage of 
inhibition of 30 mM KCl-induced contraction of Nx and CH pulmonary vessels by the 
T-VGCC blockers. Note that T-VGCC blockers have quite same efficiency on CH 
arteries compared with Nx arteries C) T-VGCC blocker reduces PASMC proliferation. 
Cell proliferation was assessed by the BrdU colorimetric method. PASMC were 
incubated for 24 h in DMEM 10% fetal calf serum and blocker before BrdU 
incorporation. Data represent the mean ± S.E.M. obtained in triplicate well, performed 
in three rats. * indicate p<0.05.  
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Les voies de signalisations calciques impliquées dans la réponse à l’étirement au niveau des artères 
intrapulmonaires. Implication dans l’hypertension pulmonaire. 
 
Résumé : L’hypertension pulmonaire (HTP) est la principale pathologie de la circulation pulmonaire. Elle se 
caractérise par une augmentation maintenue de la pression dans les artères intrapulmonaires (AIP) (> à 25 
mmHg au repos). Cette pression exerce des forces d’étirement au niveau des cellules musculaires lisses des 
artères intrapulmonaires (CML d’AIP). Au niveau des CML, des canaux mécanosensibles appelés des SAC 
(« stretch-activated channels ») permettent de transformer un stimulus mécanique d’étirement en une 
réponse biologique de contraction : c’est le tonus myogénique. Le Ca2+ est un second messager cellulaire 
qui peut être aussi bien mobilisé depuis le milieu extracellulaire que depuis les réserves calciques 
intracellulaires. Une augmentation de sa concentration cytoplasmique induit la contraction des CML. Grâce 
à des techniques de patch-clamp, de microspectrofluorimétrie, d’immunomarquages et à une approche 
pharmacologique, nous avons mis en évidence les voies de signalisations calciques qui sont mises en place 
à la suite d’un étirement des CML d’AIP. Les expériences ont été réalisées à la fois chez des rats normaux et 
sur deux modèles de rats présentant une HTP (rats hypoxique chroniques et rats monocrotalines). Les 
résultats montrent que chez les rats normaux un étirement induit un influx de Ca2+ par les SAC. Cet influx 
calcique est amplifié par (1) une hyperpolarisation de la membrane plasmique via l’activation de canaux 
BKCa, (2) une sortie de Ca
2+ par les récepteurs à la ryanodine de type 1 (RyR1) du réticulum sarcoplasmique 
(RS) sous-membranaire. Afin de rétablir l’homéostasie calcique, les mitochondries tamponnent le Ca2+ 
cytosolique. Chez les rats souffrant d’HTP, l’influx de Ca2+ par les SAC et l’amplification calcique par les RyR 
sont plus importants. Cette amplification est due à une réorganisation des réserves calciques 
intracellulaires, notamment chez les rats monocrotalines. De plus, une association fonctionnelle entre les 
réserves calciques du RS et les cavéoles conduit à des réponses calciques plus importantes après un 
étirement chez les rats HTP. Enfin, nous avons mis en évidence la présence de canaux mécanosensibles 
Piezo1 dans les AIP de rats. En conclusion, l’organisation spatiale des partenaires calciques au sein des CML 
d’AIP est importante pour la signalisation cellulaire et joue un rôle majeur dans l’HTP. 
 
Mots clés : Hypertension pulmonaire, stretch, Ca2+, récepteur à la ryanodine, caveolae. 
 
Ca2+ signaling pathways involved in response to stretch in pulmonary arteries. Implication in pulmonary 
hypertension. 
 
Abstract: Pulmonary hypertension (PH) is the main disease of the pulmonary circulation. This pathology is 
characterized by an increase of the intrapulmonary arterial (PA) pressure at rest (> 25 mmHg). This pressure 
exerts stretch forces on pulmonary arterial smooth muscle cells (PASMC). Stretch-activated channels (SAC) 
are present in PASMC and are able to transform a mechanical stimulus of stretch into a biological response 
of contraction, a phenomenon called myogenic tone. Ca2+ is a second messenger that can be mobilized 
from both the extracellular medium and intracellular Ca2+ stores. An increase of the intracellular Ca2+ 
concentration ([Ca2+]i) leads to PASMC contraction. Using patch-clamp, microspectrofluorimetry, 
immunostainings and a pharmacological approach, we highlight Ca2+ signaling pathways induced by stretch 
in PASMC. Experiments were performed in normal rats and in two models of PH (chronically hypoxic rats 
and monocrotaline rats). We showed that in normal rats a stretch induces a Ca2+ influx through SAC which 
is amplified by (1) a plasma membrane hyperpolarization by BKCa channels and (2) a Ca
2+ amplification by 
subplasmalemnal ryanodine receptor 1 (RyR) of the sarcoplasmic reticulum (SR). Besides, mitochondria are 
involved in buffering cytoplasmic Ca2+. In PH rats, the Ca2+ influx by SAC and the Ca2+ release by RyR are 
enhanced due to a reorganization of intracellular Ca2+ stores. Furthermore, a functional association 
between SR and caveolae conduce to a much greater amplification of the stretch-induced Ca2+ increase in 
PH rats. Finally, we showed that the mechanosensitive channel Piezo1 is expressed in PA. To conclude, the 
spatial organization of Ca2+ stores in PASMC is important for cell signaling and plays a casual role in PH.  
 
Key words: pulmonary hypertension, stretch, Ca2+, ryanodine receptor, caveolae. 
